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Resumen 
Cargas mecánicas pueden influir la diferenciación celular, existe un modelo de mecano regulación 
que describe este fenómeno. En este proyecto se va a estudiar la diferenciación celular dentro de un 
andamio relleno de colágeno con células, eso con la influencia de una compresión gobernada por 
una deformación de un 2.5% de la altura del andamio. 
 
La primera parte del proyecto consistía en crear un modelo numérico para simular el ensayo 
numéricamente y ver las repuestas no sólo, del andamio sino del colágeno en especial. En esta 
primera fase se ha aproximado que las tensiones en el colágeno son las que sufren las células. 
Apoyándose en el modelo de mecano regulación ha salido que cuando se le da una deformación de 
2.5% pueden diferenciarse las células en hueso maduro, inmaduro, cartílago, tejido fibroso y pocas 
células muertas. Los tejidos los más avanzados como los del hueso estando en la parte central del 
andamio, las capas superior y inferior siendo las menos avanzadas con diferenciación en tejido 
fibroso y unas células muertas. Con este modelo, al principio, utilizando sólo  la estructura del 
andamio, se ha estudiado el comportamiento mecánico de esta estructura, comparándolo con unos 
ensayos mecánicos y unas imágenes de micro-CT, eso para llegar a la conclusión que se debía utilizar 
propiedades para el andamio más bajas de lo que se encontraba en la literatura, esto por culpa de los 
defectos observados en las imágenes micro-CT, los cuales, se supone que vienen de la fabricación y 
más precisamente del corte en cilindros de los andamios.  
La segunda parte del proyecto fue más experimental, es decir, se hizo el mismo ensayo que lo del 
numérico, pero en condiciones reales donde la mayor parte del tiempo fue invertida en hacer los 
cultivos celulares y construir un protocolo de estudio basándose en otros estudios anteriores. Se 
utilizaron células mesenquimales, un colágeno resultado de la mescla de colágeno tipo I y III, unos 
andamios en policaprolactona y una máquina de micro compresión Bose, con esto, se ha 
comprobado que las células pueden sobrevivir en el colágeno aún con la presencia de un andamio y 
se han realizado ensayos numéricos de 24h y 4 dias después de 48horas de proliferación en el 
colágeno. También ha sido estudiado la proliferación durante 24h, 48h, 72h y 6 días, eso sin ninguna 
carga.  
Las conclusiones fueron que, viendo por imuno fluorescencia la buena estructura de las células en el 
colágeno, con actina bien estirado y comparándola con imágenes de células en frascos, la presencia 
de colágeno y del andamio no perjudicó la supervivencia de las células. Además, se ve que aún al 
cabo de 72 horas las células están vivas.  
El ensayo con cargas mecánica de 6 días no se ha podido realizar por falta de tiempo y de material 
pero  el protocolo está listo aunque falte que mejorar la manera de analizar el colágeno dentro de la 
estructura. 
 
Este proyecto abarca dos aspectos muy diferentes del punto de vista de los ensayos pero estos dos 
análisis se completan. No se ha podido comparar los resultados de los dos análisis porque no se ha 
podido llegar hasta el final por la parte experimental. Tampoco la parte numérica es completa, 
siempre un modelo se puede mejorar sobre todo para ver si es muy cumplidor a la realidad.  
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Parte 1: Introducción 
 
 Hoy en día, con el número de personas que han tenido accidentes o que sufren de cáncer se 
ha podido estimar que el hueso es el segundo tejido más trasplantado  en el mundo. Para dar un 
ejemplo, en los Estados Unidos hay alrededor de 500.000 trasplantes de hueso cada año[1]. Esta 
información es importante para introducir lo que es un andamio, ya que ha sido  la herramienta con 
la que en este proyecto en particular se ha trabajado. El andamio es una invención que podría 
cambiar el modo de vida de todas las personas que tienen problemas con sus huesos, pues en lugar 
de utilizar un hueso del paciente o de un donante generoso, los científicos han pensado utilizar un 
material como un andamio (ilustración 1) para que sirva como apoyo a las células que producen el  
hueso y que a la vez sea bioresorbable, es decir, que se disolvería cuando el hueso estuviera 
reparado, dejando así únicamente el nuevo hueso detrás. 
 
Ilustración 1: foto de un andamio poroso http://www.cellsupports.com/index.html 
 
I.1) Presentación del tema del proyecto: 
Primero que todo, hay que saber que este proyecto hace parte de uno de mayor 
envergadura que se llama “e-Scaffold: Simulator for the design and development of tissue 
engineering scaffolds” y que está dirigido por el jefe de equipo: Damien Lacroix. Este proyecto 
grande busca el desarrollo de un simulador virtual para andamios de la ingeniería de tejidos, que 
busca la manera de facilitar los ajustes para nuevos andamios, el programa evaluará el ambiente de 
las células para garantizar el buen funcionamiento del andamio, es decir, que simulará las 
condiciones más adecuadas para el cultivo celular y la diferenciación.   
Este trabajo suele combinar una parte experimental, es decir, de cultivos celulares y de 
estudios de diferenciación y una siguiente parte de simulación numérica. Por lo tanto, en este  
proyecto se puede observar el encuentro de estos dos aspectos. 
El medio ambiente donde se hace el proceso de regeneración de hueso tiene una gran 
variedad de propiedades mecánicas  y de estimulaciones. En este proyecto se intentará simular ese 
ambiente y desarrollar un andamio en policaprolactona con una estructura porosa, llena de gel de 
colágeno conteniendo células madre. Luego se le pondrán estímulos mecánicos para que se 
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diferencien las células madre en células óseas, ayudando así con los últimos resultados de 
investigación en mecano-biología.     
Este proyecto se puede dividir en dos partes, primero hay que ensayar virtualmente un 
andamio de policaprolactona para ver como se reparten los esfuerzos en la estructura del andamio 
relleno de gel. Para hacer eso, se utilizaron cálculos de elementos finitos con programas tal cual 
ABAQUS. Por otro lado, la segunda parte del proyecto consiste en hacer ensayos reales sobre esos 
andamios, en compresión,  y ver cómo reaccionan las células frente a esas estimulaciones. Para al 
final poner en común los resultados de ambas experimentaciones, teóricos y experimentales y llegar 
a tener una mejor idea de los mecanismos de mecano-regulación celular.  
 Para hacer esto, primero hay que utilizar programas de modelización numérica como 
SOLIDWORKS, PATRAN y  de simulación y cálculos por elementos finitos como ABAQUS. Para la parte 
experimental, hay que hacer cultivos celulares y ensayos de micro-compresión y luego utilizar 
métodos analíticos como la histología, la microscopia o la dosificación de secreción. 
 
I.2) “Definiciones “ 
 
La ingeniería de los tejidos hoy en día puede ser la clave que nos abriría puertas para resolver 
muchos problemas, por eso tiene un sitio importante en el desarrollo actual. 
 
Ingeniería de los tejidos implica el cultivo de células, el crecimiento de grupos de células en medios 
de cultivo a dentro de un andamio en tres dimensiones para que se formen nuevos tejidos. 
Utilizando las células del paciente este método tiene ventajas que el trasplante no tiene.  
 
 “Los cultivos de células in vitro consisten en un sistema formado por células provenientes de un 
órgano o un tejido, normal o tumoral, mantenidas en medios de cultivo de composición química 
definida y en condiciones de temperatura, pH, aireación y humedad controladas. De esta forma se 
aseguran su supervivencia y multiplicación, manteniendo todas sus funciones metabólicas de una 
manera semejante a las que tenían en el huésped.”[2]  
El concepto de la ingeniería de los tejidos es de extraer células de un paciente, hacerlas crecer hasta 
tener un tejido que se puede inyectar otra vez en el paciente para substituir un tejido dañado o 
defectuoso.  
 Durante el proyecto, se han utilizado células madre, las cuales células que tienen la característica de 
pueder, diferenciándose, dar diferentes tipos de células del cuerpo. En otras palabras, las células 
madre son aquellas cuyo destino no ha sido decidido.  Por ejemplo, las células madre mesenquimales 
(MSC) son capaces de producir las células de cartílago, de músculos o de tejidos adiposos. [3] 
 
El proyecto trata de células que se orientan a células de hueso. El hueso es un órgano “firme, duro y 
resistente. Está compuesto principalmente por tejido óseo, un tipo especializado de tejido conectivo 
constituido por células, y componentes extracelulares calcificados. Los huesos también poseen 
cubiertas de tejido conectivo (periostio) y cartílago (carilla articular), vasos, nervios,  algunos 
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contienen tejido hematopoyético (es la formación, desarrollo y maduración de las células) y tejido 
adiposo (médula ósea).”[4].  
 
I.3) Importancia del desarrollo de la ingeniería de los tejidos: 
Como ya ha mencionado anteriormente, desde hace algunos años se desarrolla mucho el dominio de 
la ingeniería de los tejidos.  
 
Como anécdota y para ilustrar este tema, se cite a continuación un párrafo que escribió Goethe en 
1843 en Faust, parte 2 y la ilustración 2: 
 
 
 
" Vagner, cansado de la química y de la física experimental, 
imaginó robar el secreto de la creación. A fuerza de combinar 
los gases, los fluidos y los elementos los más puros de la 
materia, llegó a concentrar en un frasco la mezcla precisa donde 
debe nacer el germen humano. [] En efecto, esto sube y 
borbolla; la luz se vuelve más viva, el frasco zumba y vibra, un 
pequeño ser se dibuja y se forma en el licor espeso y 
blanquecino; lo que zumbaba toma una voz. Homonculus, en su 
frasco, saluda a su padre científico.” 
 
 
 
 
 
Realmente, en 1907, se demostró el crecimiento activo de 
células en cultivo in vitro. Luego fue en 1954 que se hizo el 
primer trasplante de riñón entre dos gemelos y en 1967, el 3 de diciembre, en África del Sur, el 
primero trasplante de corazón. En 1970 biomateriales y células se  unen para, entre otras cosas, la 
fabricación de piel artificial. Pero no fue sino hasta el periodo entre 1980 y 1990 cuando Medicina 
reconstructiva e ingeniería de los tejidos naci realmente[5]. Ambas se han desarrollado mucho en los 
años 2000 como se puede ver en las dos tablas que siguen, ilustración 3 y tabla 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 2: Homonculus, en su frasco, 
saluda a su padre científico, 
http://www.museepata.org 
Ilustración 3: evolución de la importancia de los andamios en investigación (Scott J Hollister, 2009), Número de 
artículos publicados en la ingeniería de tejidos y andamios desde 2000 hasta 2008. (a) Número de documentos 
a partir de una búsqueda bibliográfica utiliza 
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Tabla 1: commercial tissue engineering products and biomaterials at various stages of development (Place, Evans, & 
Stevens, 2009) 
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La elección de trabajar con ingeniería de los tejidos ha sido justificada comparando este 
método con los que se utilizan, eso para subrayar sus ventajas. [6] 
 
En primer lugar, se podrían evitar mayores limitaciones de trasplante de tejido, como la morbosidad 
de un segundo sitio quirúrgico, la aceptación del trasplante por quien lo recibe, la insuficiencia de 
donantes, el desajuste entre el sitio del donante y la geometría de defecto o el límite de cantidad de 
material más que todo en el caso de trasplantes enteros.  
 
También en el caso de defectos largos el trasplante puede desaparecer por resorción en el cuerpo 
antes de que se genere el nuevo tejido.  
 
Puede añadirse también el tema de infección, ya que el injerto introduce riesgos de enfermedad y de 
infección y puede causar la pérdida del factor inductivo de hueso. Adicionalmente, los cementos son 
preparados en la sala de operación y también pueden causar infecciones.  
 
En cuanto a las prótesis, estas tienen sus problemas también, uno de ellos es que no son capaces de 
remplazar todas las funciones de un órgano o de un tejido. 
 
Teniendo en cuenta estas consideraciones se puede decir que la ingeniería de los tejidos tendrá un 
papel revolucionario en el mundo del trasplante y de manera general en el mundo médico. 
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The Valley of Death 
Existe un fenómeno llamado “the Valley of death” que no ayuda al desarrollo de la ingeniería de los 
tejidos. “the Valley of death” es uno de los mayores retos que los científicos tienen que enfrentar 
para la comercialización de tecnología. Especialmente  para alta tecnología y ciencias muy nuevas 
como la farmacéutica y la ingeniería de tejidos[7] que generan grandes gastos por el desarrollo 
tecnológico y que luego enfrentan el desafío adicional de la financiación de grandes estudios pre-
clínicos y clínicos para obtener la aprobación regulatoria, demostrar seguridad de los productos y la 
aceptación médico ganancia.  
 
Sin embargo aparte de los beneficios obvios humanos, la ingeniería de tejidos podría traer 
importantes beneficios económicos a los que tienen éxito en la traducción de esta nueva tecnología a 
la clínica. Las ventas de biomateriales renovables ya son superiores a EE.UU. $ 240 millones por 
año[7] y los mercados que la ingeniería de tejidos  abarca son más amplios, ya que los costes 
relacionados con el reemplazamiento de órganos son del 8% del gasto sanitario global.[8]  
 
  
I.4) El Andamio 
Los andamios deben cumplir con algunas normas. Primero tienen que definir la geometría del tejido 
reconstructivo para poder adaptarse a la geometría del defecto es decir que tienen que ser 
fácilmente fabricados para acomodarse a cualquier diseño. Segundo tienen que proveer, de manera 
temporal, la funciones del tejido mientras se está generando y por último, es muy necesario que 
sean biocompatibles, bioresorbables y favorecer el crecimiento del nuevo tejido[9].       
Los factores que pueden ayudar al buen crecimiento de los tejidos pueden tener una porosidad y una 
permeabilidad altas, facilitando un crecimiento homogéneo, una mejor difusión de los nutrientes y 
un mejor acoplamiento de las células con la estructura. Un estudio de Mikos et al. ha demostrado 
que al aumentar la porosidad y la talla de los poros, aumenta el crecimiento de tejidos 
vascularizados[9]. 
 
Esas propiedades que tiene que cumplir un andamio están relacionadas con su estructura y el 
material utilizado.  
Por eso, la optimización del diseño es necesaria para producir un andamio, además, esa estructura 
puede ser complicada y puede necesitar un control muy preciso durante la fabricación. Se utilizan 
técnicas de fabricación SFF, solid freeform fabrication, que son técnicas para la modelización rápida 
de sólidos (prototipado rápido).  
 
Una de esas técnicas es utilizada por el fabricante de andamios, Biotek 3D, North Brunswick, 
Technology Center of New Jersey[10]. Dicha técnica es llamada Fused Deposition Modeling (FDM) 
explicada por las ilustraciones 4 y 5,  fue desarrollado por Stratasys (Minnesota, USA)[9]. Con este 
proceso se puede construir piezas en 3D directamente a partir de datos CAO, por eso se importa un 
fichero de formato STL en un programa de preparación, se orienta el modelo y se corta el modelo en 
capas muy finas antes de enviarlo a la máquina. Luego una “cabeza” calentada extrude un hilo 
termoplástico y construye la pieza capa por capa.   
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Ilustración 4: esquema del funcionamiento del proceso de FDM, http://www.custompartnet.com/wu/fused-deposition-
modeling 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Un modelo es en el diseñado ordenador; 
 Entonces la información de diseño es copiada a la máquina; las etapas que siguen tienen 
números que corresponden a la ilustración 5. 
 Un material Termoplástico en forma de un filamento se alimenta en cabezas de 
protuberancia controladas por temperatura. (1 y 5); 
 El filamento es calentado a un estado semilíquido. (4); 
 La cabeza expulsa y deposita el material en capas finas (~0.127mm) sobre una espuma o la 
base de hoja acrílica. (3); 
 El material entonces solidifica y se lamina a la capa precedente en ~0.01s. (6); 
Ilustración 5: los diferentes elementos relacionados al 
Proceso de FDM  http://www.techok.com/fuse-
deposition-modeling.html 
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 El segundo inyector sale un material similar para producir una estructura de apoyo si es 
necesario. (2); 
La existencia de una bolsa de aire entre la cabeza del extrusor y la plataforma construcción evita el 
contacto entre los dos, reduciendo la fricción y permitiendo la extrusión de alta velocidad.  
 
Para esta técnica se puede utilizar una variedad de materiales como el ABS, poliamida, 
policarbonato, policaprolactona, polietileno, polipropileno, elastómeros…[11] 
 
En la ingeniería de tejidos los materiales más utilizados son las policaprolactonas, mezclas de fosfatos 
de polipropileno / tricálcico, fosfato policaprolacona / policaprolactona e   hidroxiapatita / tricálcico 
(Bartolo et al, 2007). La FDM es una técnica que permite la obtención de matrices de soporte con 
altas propiedades mecánicas, pero tiene algunas limitaciones particularmente importantes, como la 
necesidad de que las temperaturas de procesamiento en  algunos casos sean altas, largas ventanas 
ajustadas y la necesidad de material que se suministra en forma de alambre.  
 
El material con el cual se ha hecho el estudio es el PCL, policaprolactona, este material polimérico es 
un termoplástico completamente biodegradable y bioresorbable, su formula está dada como se 
puede observar en la ilustración 7. Tiene una buena resistencia frente al agua,  a los disolventes y al 
cloro. También tiene un bajo punto de fusión alrededor de 60°C y una temperatura de transición 
vidria de -60°C.   
Se obtiene por polimerización con obertura de ciclo de la caprolactona, un ester cíclico (ilustración 6) 
de formula   C6H10O2. Se utiliza un catalizador a base de octanoate de estaño. 
 
 
Ilustración 7: Ε-caprolactona 
 
El PCL se utiliza a menudo, por su poder de compatibilidad, como aditivo para mejorar las 
propiedades de otros polímeros. Por ejemplo se puede mezclar con el almidón para bajar el precio y 
aumentar la biodegradabilidad  o  con el PVC como plastificante polímero[12]. También se utiliza en 
modelado, contenedor de planta, bolsa de basura y tiene muchas aplicaciones médicas (suturas, 
uniforme quirúrgico). 
El material es muy importante porque en la ingeniería de tejido, se requiere una matriz extracelular 
artificial porosa o el andamio para acomodar células madre y dirigir su crecimiento y la regeneración 
de tejido en tres dimensiones. Sin embargo, la estructura tiene no sólo que soportar la fuerza 
mecánica, sino también tiene que garantizar canales interconectados. 
 
Ilustración 6: síntesis de la policaprolactona 
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Pero si sólo  se utiliza policaprolactona no se sabe si favorece realmente el crecimiento de las células. 
Por eso se utiliza, además de la estructura, un colágeno. El colágeno ya ha sido utilizado en andamios 
pero este material tiene propiedades mecánicas muy bajas y no puede ser utilizado sólo.  
Según el estudio [13] el módulo de Young de un gel de colágeno es en el rango 0.5-12kPa.  
 
El colágeno es uno de los mayores componentes extracelulares (ECM) y es de importancia 
fundamental en muchos tejidos como los tendones, los ligamentos, los huesos o la piel, ilustraciones 
8 y 9. Por eso y por su biocompatibilidad y no toxicidad, el colágeno está muy utilizado en 
biomedicina[14]. Existen más de 27 diferentes tipos de colágenos pero el colágeno más común es el 
de tipo I[15]. 
 
 
Ilustración 9: importancia del colágeno en los 
tendones http://www.letraherido.com 
 
El colágeno tiene dos propiedades fundamentales, su comportamiento de tipo gel, es decir su 
textura, su capacidad de ligarse con el agua y su comportamiento superficial que incluye la emulsión 
y la formación de espuma, adherencia y cohesión, la función de coloide protectora, y la capacidad de 
formar películas. 
Las propiedades de la superficie del colágeno están basadas en la presencia de grupos cargados en 
las cadenas de proteínas y en algunas partes del colágeno que contienen aceites amino hidrófilos o 
hidrófobos.[15] 
 
Existe otro factor del cual no se ha tratado hasta ahora pero que algunos estudios han subrayados y 
es que el ambiente mecánico del andamio al parecer puede tener influencia en el crecimiento del 
tejido.  
 
I.5) Carga mecánica y diferenciación  
 
Por otra parte, entender el mecanismo por el cual los factores extracelulares actúan es esencial para 
el desarrollo de los andamios. Sin embargo el mecanismo exacto de diferenciación de las células 
madres en células óseas no está conocido.  
 
Ilustración 8: tratamiento de piel con colágeno 
http://www.tratamientosbelleza.com 
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Diferenciación: las células pueden diferenciarse, es decir que pueden especializarse y al mismo 
tiempo dárseles una función, ilustración 10.   
 
 
 
Ilustración 10: esquema del comportamiento de una celula mesequimal (VAGABAN, M., (2007). Mesenchymal Stem Cells: 
In Vitro Differentiation among Bone) 
Hay diferentes tipos de células madre y se ha demostrado su existencia en varios tejidos:[3] 
 
-Médula ósea y sangre periférica 
HSC- Células madre hematopoyéticas 
MSC- Células madre mesenquimales 
MAPC – Células progenitoras adultas multipotenciales 
 
-Neuronal – Células madre neuronales – NSC 
  
-Epidérmico, Gastrointestinal, Músculo esquélético, músculo cardiaco, hígado, páncreas o pulmón.- 
Células madre epidérmicas 
 
-Tejido adiposo – Células madre mesenquimales - MSC 
 
Se descubrió [16] que estímulos físicos podrían determinar la manera de diferenciarse de las células 
mesenquimales. Luego Carter y cols [16] siguieron este estudio y ahora nuevas hipótesis han sido 
propuestas por diferentes autores[17]. Se ha demostrado en un estudio muy reciente [18] que una 
carga mecánica favorece la liberación del gen que expresa la proteína osteopontina,  que está una 
proteína relacionada con la diferenciación de las células óseas. En otras palabras, significa que una 
carga mecánica favorece la diferenciación de las células madre en células óseas. 
 
Una de las hipótesis sobre la cual el mecanismo de la mecano-diferenciación está basada en 
epigenética. Este reciente dominio ha demostrado que fenómenos externos podrían afectar la 
expresión genética. 
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Ilustración 11: The two main components od epigenetic code 
http://embryology.med.unsw.edu.au/MolDev/epigenetic.htm 
 
La ilustración 11 enseña los componentes del cromosoma. El cromosoma está hecho de cromatina, 
que a su vez está compuesto de DNA y de histonas y otros componentes.  
El DNA está formado de genes, para que estos genes sean expresados, tienen que ser accesibles.  
Dependiendo del ambiente, de su historia (video: the Ghost in your Genes - BBC Horizon)  los genes 
pueden expresarse o no, funcionan como luces, pueden ser encendidos o apagados. Hay dos 
procesos que influyen para que estas luces estén encendidas o apagadas. El primer proceso es el 
proceso de metilación, un grupo metilo se pega a las histonas, el segundo proceso hace que la 
histona se hinche. Los dos procesos tienen la misma finalidad, es decir que el DNA no se puede 
expresar porque está oculto. 
 
Lo que pasa con las cargas mecánicas sobre las células madre es que esa modificación del ambiente 
mecánico cambia la metilación en los cromosomas y de hecho, modifica también el acceso al gen  
responsable de la producción de osteopontina. Hay menos metilación (hipo metilación), más 
osteopontina y la diferenciación del hueso puede ocurrir.    
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Modelos 
Para ir un poco más allá algunos investigadores han hecho modelos que imitan el comportamiento 
de las células según los esfuerzos que se aplican. 
Aquí en la ilustración 12, es un ejemplo de un modelo propuesto por Prendergast y Lacroix[19].  
 
Ilustración 12: The mechanoregulation of tissue differentiation concept proposed by Prendergast et al., and adapted by 
Lacroix and Prendergast to account for bone resorption [19]. 
En este modelo según la magnitud de los estímulos la célula se diferencia de una manera o de otra. 
Por ejemplo cuando el esfuerzo de corte aumenta, las células prefieren diferenciarse en hueso, luego 
en cartílago y finalmente en fibras de tejido.  
Pero sólo  es un modelo, ya que es un estudio basado solamente sobre teorías de difusión, 
migración, proliferación o  procesos apoteóticos y programas de elementos finitos. 
 
I.6) Estado del arte: 
 
Hace varios años investigadores se interesaron en la ingeniería de los tejidos, particularmente en los 
andamios y en el mecanismo de proliferación de las células. Estos son algunos trabajos de 
investigación útiles para entender mejor el tema que abarca el proyecto. 
 
 
[6]“Biomaterial developments for bone tissue engineering” publicado en 2000 por Karen J.L. Burg, 
Scott Porter, James F. Kellam, fue útil para comparar la ingeniería de los tejidos con otros métodos 
como el trasplante. 
 
[20]En 2001 Guoping Chen , Takashi Ushida, Tetsuya Tateishi  publicaron “Development of 
biodegradable porous scaffolds for tissue engineering” trata de la estructura porosa de los andamio y 
de las propiedades del colágeno que se utiliza para rellenar esa estructura.  
 
Se publicó en 2002 [9]“Optimal design and fabrication of scaffolds to mimic tissue properties and 
satisfy biological constraints” de S.J. Hollister, R.D. Maddox, J.M. Taboas. Da informaciones sobre los 
requeridos de un andamio y los procedimientos de optimización de cálculo que pueden ser 
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acoplados con técnicas de SFF para crear andamios de tal manera que tanto el andamio y el eventual 
tejido regenerado coincidirán con la rigidez del tejido dañado. 
 
Este articulo  de 2006 da informaciones sobre los modelos que describen el comportamiento de las 
células [19]“Prediction of the Optimal Mechanical Properties for a Scaffold Used in Osteochondral 
Defect Repair” de Daniel J.Kelly y Patrick J. Prendergast . 
 
La tesis de Carlos Miguel domingues Mota [11] cuyo tema era “sistema de bio-extrusión para 
ingeniería de los tejidos” (SISTEMA DE BIOEXTRUSÃO PARA A ENGENHARIA DE TECIDOS) en 2008,  define el 
proceso de FDM. 
 
 
Scott J Hollister publicó en marzo 2009 un artículo [7], “Scaffold engineering: a bridge to where?” 
que trata de la evolución del desarrollo de la ingeniería de los tejidos y de los problemas que se 
encuentran para llegar hasta la comercialización (valley of death).  
 
Uno de los artículos más importante fue [18] “The epigenetic mechanism of mechanically induced 
osteogenic differentiation” de Emily J. Arnsdorf, Padmaja Tummala, Alesha B.Castillo, Fan Zhang, 
Christopher R. Jacobs. Es un documento muy reciente de julio 2010 que trata del hecho que 
estimulaciones mecánicas suelen favorecer el crecimiento de células óseas. Para entender eso 
también el video “the Ghost in your Genes” de BBC Horizon ayudó mucho. 
Parte 2: Estudio numérico de estímulos mecánicos en un andamio  
 
Una parte del proyecto fue dedicada al desarrollo de un modelo del andamio para entender 
cómo actúan las tensiones dentro de la estructura y dentro del colágeno. Para hacer esto se 
utilizaron los planos de la empresa 3D Biotek, productor de los andamios utilizados en la parte 
experimental. Luego diferentes modelos fueron realizados, sin colágeno, con colágeno, y con varias 
propiedades de materiales. 
Esos modelos estudiados están hechos con el método de elementos finitos, un método de 
aproximación de problemas continuos. El principio es el siguiente, se divide la pieza que hay que 
estudiar en partes llamadas elementos, de esa manera la pieza que es un cuerpo continuo se 
convierte en un modelo discreto aproximado. Se analiza el comportamiento de cada elemento por 
interpolación de los puntos que le definen, esos puntos son los nodos. Así se puede conocer el 
comportamiento de cada elemento, de cada punto de la pieza, y eso, de manera no destructiva. 
II.1) Modelos numéricos, métodos y experimentos de verificación 
 II.1.1) Presentación de la pieza  
La estructura del andamio que hay que diseñar se representa como un cilindro poroso, hecho con 
barras (ilustración 13): 
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Ilustración 13: Estructura del andamio, 3D Biotek [10] 
 
Esta pieza es muy pequeña, tiene un diámetro de 5 milímetros y una altura de 1.5 milímetros. El 
diámetro de la fibra, FD en la ilustración 13, y el espacio, SP, son ambos de 300 micrómetros.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Crear una estructura de barras perfectamente cilíndricas formaría uno sólo punto de contacto entre 
dos barras, y eso no es así para los andamios reales, debido a que existe penetración entre los 
materiales. Por eso se ha cambiado la estructura de las barras para que se peguen sobre una 
pequeña superficie. 
Habían cambiado las dimensiones de la pieza pero la aproximación era más cerca a la realidad, 
ilustración 14. Primero para hacer esto se utilizo un programa en el ordenador muy manejable y 
simple para crear estructuras llamado SOLIDWORKS, ilustración 15. 
Ilustración 14: Dibujo de las dimensiones de las barras del andamio.  
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                                Ilustración 15: Dibujo del andamio en SOLIDWORKS.  
  
Luego había que mallar la pieza,  pues es la parte más importante, ya que sin malla no se pueden 
hacer los cálculos. Para una estructura como la del andamio es recomendable el uso de un mallado 
tetraédrico. Los programas utilizados fueron PATRAN y  RHINOCEROS. El trabajo con la malla nos 
permitió obtener mallas acopladas de la zona fluida y la zona solida del material. El procedimiento a 
seguir para obtener la  malla de volumen es partir de la  malla de superficie dirigir el mallado en las 
dos direcciones de volúmenes deseados. Posteriormente exportar el fichero en ABAQUS y  se deben 
borrar las figuras geométricas dejando solamente los elementos de la malla. 
El método es un poco complicado por el hecho que hay que manejar con destreza por lo menos tres 
programas antes de empezar los cálculos. 
 II.1.2) Modelo  
Para establecer el modelo de compresión simplemente se impone una deformación de la probeta 
por un lado del cilindro, y por el otro lado se fija la estructura en la dirección de compresión, 
ilustración 16. Estas condiciones de borde han variado durante los ensayos y serán descritas más 
adelante en el documento. 
 
Ilustración 16: vista del modelo sin colágeno con las condiciones de borde 
 
II.1.3) Comparaciones con las reconstrucciones micro-CT 
En la ilustración 17 se muestra el resultado obtenido en la reconstrucción de uno de los andamios de 
PCL. La reconstrucción micro CT es el resultado de un análisis de uno de los andamios con una 
técnica de micro tomografía, es decir, que la máquina toma imágenes por sección de la estructura 
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para reconstruir la pieza numéricamente. Se ve que la estructura no es perfecta como el modelo o 
como los esquemas de la empresa. También se ve que el contacto entre las barras de la estructura no 
es sólo  un punto sino una superficie, igual que lo que ha sido diseñado para el modelo. 
Se supone que se han dañado los extremos de las barras del andamio al momento del corte. Eso 
suponiendo también que la empresa no produzca los andamios uno por uno sino que produzcan un 
cuadro de unos decímetros cuadrados con el espesor y el espacio entre fibras deseados y que luego 
cortan cilindros.  
Las dimensiones de los parámetros geométricos del andamio se pueden observar en más detalles si 
analizamos las mascaras de reconstrucción y la comparamos con las dimensiones que son diseñadas 
por los fabricantes y que hemos reproducido en el modelo ideal. 
Por ejemplo el diámetro del andamio tendría que ser de 5mm. Los números de la ilustración 18 no 
corresponden porque existe un factor de geometría que es la resolución 4.91676.10-6. En la figura 
está indicado 990.92 mm pero si se multiplica por la resolución de las imágenes  y se observa que el 
diámetro suele ser igual a 4.88mm.  
De la misma manera  debería obtenerse  un diámetro de fibra de 300µm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 18: imagen Micro CT con la medida del diámetro 
Ilustración 17: Reconstrucción de la estructura con imágenes Micro-CT 
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     Ilustración 19: medida del espesor de las fibras, imagen micro CT 
         
En las ilustraciones 19 para la medida de 2 fibras y un espacio se obtiene 919µm en vez de 900µm. 
Para la medida de una fibra sola y de un espacio sólo se obtienen 309µm y 258µm. 
II.1.4) Materiales y Métodos: 
Ensayos mecánicos 
Como el material PCL utilizado no fue caracterizado por la empresa proveedora se realizaron   
ensayos mecánicos para determinar las propiedades encontradas en la literatura. Se ha utilizado una 
máquina de micro-compresión, ElectroForce® 5100 BioDynamic® Test Instruments, que está descrita 
más adelante (III.1.2 pagina 56).     
 
En el artículo (Chua et al. 2001) dicen que el módulo de Young de la policaprolactona está en el rango 
de 210-340MPa. Para comprobar estos valores se han realizado dos tipos de ensayos.  
Primero se aplica una rampa de compresión con 5% de deformación. Luego implementado otro tipo 
de ensayo, se han realizado 5 ensayos, en cada caso se imponen 50 ciclos de oscilaciones a un 
máximo de 2.5% de compresión con una frecuencia de 0.17Hz. 
 
Modelo numérico sin colágeno 
Se utiliza la estructura descrita previamente en la ilustración 16 con el programa de ABAQUS. Se ha 
realizado un estudio estático y como el modelo es completamente elástico, sólo se impone un 
módulo de Young (210 MPa y 340 MPa) y un coeficiente de Poisson (0.3) para el único material 
presente, la policaprolactona. Se impone una deformación de 2.5% de la altura del andamio en la 
capa superior. 
Sabiendo que el módulo de Young de este material en la literatura era en el rango de 210-340 MPa, 
diferentes valores fueron probados para ver si se encontraban los mismos resultados que los ensayos 
mecánicos. También han sido probados diferentes condiciones de borde con un modelo más 
restringido que otro, es decir que para los planos superior e inferior, en el caso más restringido, U1 y 
U3 son iguales a cero y están libres en otro caso. Para visualizar mejor estas condiciones se puede 
mirar la ilustración 16. 
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Modelo numérico con colágeno 
Se desarrollo un modelo donde se tiene la misma estructura descrita anteriormente y se rellena de 
colágeno. Esta parte de la simulación permitirá a determinar los estímulos que sienten las células que 
están en el gel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para hacer la estructura del andamio en el colágeno, ilustración 20, mallar es más complicado. Como 
bien se ha explicado anteriormente se obtienen las mallas volumétricas a partir de  la malla de  
superficie común a los dos materiales (la superficie de las fibras) y luego hasta el interior para el 
conjunto de PCL y hasta el exterior para el conjunto de colágeno. Para la policaprolactona se utilizan 
las propiedades que han sido utilizadas en el modelo sin colágeno, es decir ν=0.3 y E=(210,110,50). 
Pero para el colágeno (gel) se asumieron propiedades de elasticidad (E y poisson del colageno).  
Se ha realizado un modelo completamente elástico, es decir que sólo  están definidos el módulo de 
Young y de Poisson de los dos materiales. Es la manera la más simple de simular el material 
compuesto. Se impone una deformación  de 2.5% de la altura del andamio, las mismas condiciones 
de borde que las del ensayo sin colágeno han sido probadas. 
 
  E (MPa)  ν 
PCL 210/110/50 0,3 
Gel 0,001 / 0,005 0,45 
 
 
 
A ese punto el modelo es bastante “gordo”, es decir que tiene muchos nodos y según el tipo de 
propiedades el cálculo puede tardar unas horas o mucho más. Para tardar menos se utilizaron 
“servidores” donde se dejan correr los cálculos en máquinas poderosas y no se trabaja directamente 
con el interfaz de ABAQUS sino con los ficheros input (ilustración 21). 
Ilustración 20: vista del interior del cilindro 
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II.2) Resultados: 
 II.2.1) Ensayos mecánicos    
Para el primer ensayo donde se aplica como condiciones  una rampa o variación gradual del 
desplazamiento se obtiene la curva de la ilustración 22. 
 
                       Ilustración 22: tensión= f(deformación) 
Se  observa que la curva no es lineal y el comportamiento de la estructura no parece ser elástico para 
los máximos de deformaciones aplicados 5%, sin embargo pueden obtenerse dos módulos de Young, 
que desde nuestro punto de vista la parte inicial sería la zona elástica 2.8MPa y la segunda parte y de 
mayor pendiente una zona de rotura de las uniones y de deformaciones plásticas (10.5 MPa). 
Los resultados no se repitieron, 4 andamios fueron probados, solamente 2 tienen resultados iguales. 
Se obtiene las curvas siguientes, ilustración 23: 
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Ilustración 21: interface de trabajo 
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                         Ilustración 23: Tensión= f(deformación) para 4 muestras 
Con estos primeros ensayos mecánicos no se puede tener conclusión sobre las propiedades del 
material, solamente que el comportamiento no parece ser completamente elástico.   
 
Posteriormente se realizaron ensayos cíclicos a 2.5%, se muestra que la primera curva se encuentra 
por delante de las curvas de los ciclos siguientes, esto puede estar relacionado con cierta 
deformación plástica de la estructura y por estas razones la curva no regresa a su punto de partida 
(ilustración 24). 
 
 
                              Ilustración 24: curvas Tensión= f(deformación) para una carga cíclica 
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Se han realizado 5 replicas de este ensayo y obtienen las curvas  que muestran en la ilustración 25. 
Finalmente los resultados del modulo de Young se resumen en la tabla 2, donde módulo promedio es 
de aproximadamente 4.866 ± 2 MPa. 
 
Tabla 2: resumen de los resultados 
 
Ensayo 1  2.87 MPa  
Ensayo 2  8.5 MPa  
Ensayo 3  2.92 MPa  
Ensayo 4  4.08 MPa  
Ensayo 5  6.01 MPa  
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Ilustración 25: Resultados de cargas cíclicas para 5 muestras 
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La desviación estándar del módulo de Young es elevada y se supone que esta diferencia es debida a 
las variaciones de estructura de los andamios utilizados, como se puede ver con las imágenes de 
micro-CT. Los ciclos se repiten sin desfase, eso suele decir que después de la segunda rampa no hay 
deformación plástica durante el ensayo, es por eso que se han calculado los módulos de Young como 
si tendríamos un comportamiento elástico. 
La conclusión que sale de estos 2 tipos de ensayos es que las propiedades varían mucho de un 
andamio a otro, como se había visto con las imágenes de micro CT la estructura de los andamios no 
es perfecta, esto puede influir en los ensayos. Si un contacto está mal hecho con las muerdas de la 
máquina de compresión, los resultados pueden ser muy diferentes.  
El modelo numérico suele ser el modelo de un andamio perfecto, es decir con dimensiones perfectas 
y sin defectos en los bordes. Sin embargo para la validación de este modelo se utilizan los resultados 
de módulo de Young que dan los ensayos de cargas cíclicas porque son los que se repiten más y 
parecen los más fiables. 
   
II.2.2) Modelo numérico sin colágeno  
Tabla 3: resumen de las pruebas con el modelo elástico de la estructura del andamio 
ensayo BC superior BC inferior 
E 
(Mpa)   RF2(N) σ(MPa) 
E estrustura 
(Mpa) 
1     50   1,8 0,18 7,34 
2 bloqueado bloqueado 50   1,84 0,19 7,50 
                
3     110   3,9 0,40 15,90 
4 bloqueado bloqueado 110   4,1 0,42 16,71 
                
5     210   7,5 0,76 30,57 
6 bloqueado bloqueado 210   7,75 0,79 31,59 
                
7     340   12,1 1,23 49,32 
8     35   1,25 0,13 5,10 
 
La tabla anterior, tabla 3,  es un resumen de las pruebas realizadas en ABAQUS, cambiando el 
módulo de Young del PCL y las condiciones de borde, eso para un ensayo de 2.5% de deformación. En 
esta tabla “BC superior” corresponde a las condiciones de borde en la parte superior del andamio e 
igualmente “BC inferior” corresponde a las condiciones de borde del plano inferior del andamio. 
Cuando está puesto bloqueado es decir que U1 y U3 son iguales a cero, cuando no hay nada es que el 
plano no está restringido. 
Los mismos resultados están puestos en el grafico siguiente (ilustración 26) donde las restricciones 
están indicadas con un “-r”. 
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Ilustración 26: grafico: Módulos de Young de la estructura según las propiedades del PCL 
 
Con lo encontrado en la literatura el módulo de Young del PCL suele estar en el rango de 210-340 
MPa pero al  hacerlos  ensayos mecánicos el módulo de Young de la estructura vale 4.866 ± 2 Mpa.  
Lo que da el modelo no es lo que se esperaba, para un módulo de Young del PCL de 210 MPa o 
340MPa sale un módulo de la estructura mucho más alto que lo que dan los experimentos. Ademas 
cuando hay más restricciones el modulo suele ser más alto, lo que es normal, el material tiene 
tensiones debidas a las condiciones de contorno. Para obtener un módulo parecido a lo de os 
ensayos, el módulo del PCL en el modelo tendría que valer entre 35 y 50 MPa como se muestra en la 
figura de arriba. 
 
En la ilustración 27 se puede visualizar la distribución de las tensiones de Von Mises en la estructura 
cuando el módulo de  Young del PCL es de 50MPa bajo una deformación de 2.5%. 
 
 
 
Ilustración 27: tensiones de Von mises en MPa para el modelo elástico de la estructura del andamio, 2.5% de 
deformación, E=50MPa 
Se muestra como  las tensiones varían en la estructura. En las zonas donde se asientan cada barra 
aparecen concentradores de tensiones, ya que la estructura está hecha de barras y además con un 
desfase entre una capa y otra, lo cual hace que se creen zonas con tensiones son más altas donde 
hay contactos entre las barras. El resultado era predecible, puesto que pasa igual que una flexión con 
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3 puntos, por cierto en la ilustración 28 donde se representan  las tensiones S22, lo que corresponde 
a la dirección en la cual se está aplicando la deformación determinando las zonas de compresión (-) y 
de tracción(+).  
 
Ilustración 28: tensiones S22 en MPa para el modelo elástico de la estructura del andamio, 2.5% de deformación, 
E=50MPa 
Esos resultados son interesantes debido a que el objetivo de la estructura es de transmitir las 
tensiones aplicadas a las células para que influencie la diferenciación, se ha demostrado con 
anterioridad que el diseño de la estructura tiene una alta influencia sobre la distribucion de los 
estímulos iniciales [22]. 
 
Para concluir con este modelo, parece interesante la distribución de las tensiones dado el papel del 
andamio pero hay que ver lo que pasa si está rellenado de colágeno. 
El modelo ha permitido seleccionar las propiedades del PCL de modo inverso al obtener los 
resultados experimentales para el modelo con colágeno serán estudiados 3 módulos diferentes: 
 E (andamio)=50MPa, para que el modelo sea semejante a los ensayos mecánicos; 
 E (andamio)=210MPa, para que las propiedades sean las de la literatura y por si acaso los 
ensayos mecánicos no han sido bien realizados; 
 E (andamio)=110MPa, para tener un valor entre los dos anteriores; 
 
II.2.3) Modelo numérico con colágeno 
 Se analizan las deformaciones de la estructura según dos tipos diferentes de condiciones de 
contorno (ilustración 29). 
Ilustración 29: deformaciones U2 del modelo del andamio relleno de colágeno con un factor de escala de 4.818, con dos 
condiciones de borde diferente (derechas, poco restringido/izquierda más restringido)  
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Para su visualización estas dos imágenes tienen un factor de escala elevado para que se vea bien el 
efecto de las diferentes condiciones de contorno. Cuando está menos restringido, es decir cuando no 
se impone nada en las direcciones 1 y 3, el conjunto tiene tendencia a extenderse en las caras en 
contacto con la máquina. En la realidad  las caras en contacto con la pieza en la máquina son rugosas, 
lo que hace pensar que la situación más restringida es la más parecida a la máquina de ensayo BOSE 
pero es también la situación que da valores de propiedades más altas, por eso, para los cálculos 
siguientes se utiliza un modelo menos restringido. 
A nivel de módulo de Young del conjunto han salido los resultados presentados en la tabla 5 y la 
ilustración 30: 
Tabla 4: resumen de los resultados de módulos de Young del conjunto para diferentes propiedades de los materiales 
ensayo 
E (PCL) 
MPa E(gel) MPa   RF2(N) σ (MPa) 
E conjunto 
MPa 
1 50 0,005   3,04E-02 0,00155 0,0620 
2 50 0,001 
 
6,20E-03 0,00032 0,0126 
3 110 0,005   3,00E-02 0,00153 0,0611 
4 110 0,001 
 
6,25E-03 0,00032 0,0127 
5 210 0,005   3,10E-02 0,00158 0,0632 
6 210 0,001 
 
6,35E-03 0,00032 0,0129 
7 35 0,005   3,00E-02 0,00153 0,0611 
 
 
Ilustración 30: grafico de los Módulos de Young en MPa del conjunto según las propiedades de los materiales (módulo de 
Young del andamio/gel) 
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Ilustración 32: tensiones de Von Mises en MPa para el modelo elástico del andamio relleno de colágeno, para dos cortes 
diferentes, E(andamio)=210MPa, E(gel)=0.005MPa 
Cuando se impone la deformación sobre el plano superior, es decir sobre el colágeno, se obtienen los 
módulos de Young del conjunto muy pequeños pero como los cálculos están hechos con las fuerzas 
de rechazamiento de esta misma capa es “normal” tener las fuerzas en el colágeno. Además se nota 
que el valor del módulo de Young del PCL no influye mucho sin embargo en todos casos la presencia 
de la estructura aumenta el módulo del gel.  
La etapa siguiente del análisis del modelo es la de las tensiones de Von Mises.  
 
Ilustración 31: tensiones de Von Mises en MPa para el modelo elástico del andamio relleno de colágeno, 
E(andamio)=50MPa, E(gel)=0.005MPa. 
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La distribución de las tensiones de Von Mises es igual para cada caso, para cada pareja de parámetro. 
Entre la ilustración 31 y la 32 sólo  cambia la escala. Las zonas donde hay más tensiones son las que 
están cercas de las barras de la estructura, lo que es lógico, las barras están como obstáculos porque 
la diferencia entre las propiedades mecánicas es muy grande.  
Las tensiones máximas de Von mises en el colágeno son iguales si cambia el valor del módulo de 
Young del PCL pero si cambia el módulo de Young del colágeno los valores bajan con este módulo. Es 
posible que haya un punto crítico donde se concentran las tensiones y que hace que no se notan 
cambios aunque haya. 
 
Ilustración 33: Tendencia de las tensiones de Von Mises mínimas (MPa) en función de las propiedades de los materiales 
(módulos de Young en MPa de Andamio/gel) 
En este gráfico, ilustración 33, se ve que cuando bajan la propiedades del PCL, las tensiones de Von 
mises mínimas son más altas. Eso porque las tensiones de Von Mises están calculadas con la 
diferencia entre las tensiones principales: 
    
S22 es más pequeño para propiedades mínimas así que la diferencia es más importante. 
El objetivo principal del modelo es simular los efectos de una carga mecánica y predecir la evolución 
de las células presente dentro del colágeno. Para ver como se diferencian estas células hay que 
servirse del modelo de mecano regulación propuesto por Prendergast et al. Presentado por la 
ilustración 34 [23], los esfuerzos cortantes octaédricos están puestos en %. 
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Ilustración 35: esfuerzos cortantes octaédricos del modelo elástico del andamio relleno de colágeno, 
E(andamio)=50MPa, E(gel)=0.005MPa 
 
Ilustración 34: modelo de mecano regulación propuesto por Prendergast et al. 
Para este estudio de compresión no hay esfuerzos de fluidos así que sólo  se toman en cuenta los 
esfuerzos cortantes octaédricos que se calculan con la formula siguiente, donde εi es la deformación 
principal según la dirección i: 
 
También se aproxima que las tensiones que hay dentro del colágeno son las que sufren las células. 
De hecho se calcula directamente SS (Shear Strain, esfuerzos cortantes octaédricos) con ABAQUS y se 
dibujan los gráficos que representan SS para cada elemento del conjunto, ilustración 35. 
 
 
 
 
Con el modelo de mecano regulación se puede hacer una nueva escala para saber directamente que 
tipo de tejido se produce según los esfuerzos cortantes octaédricos. 
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 0<SS<1e-02 : tejido de hueso maduro 
 0.01<SS<3.75e-02: tejido de hueso inmaduro  
 3.75e-02<SS<1.125e-01: cartílago 
 1.125e-01<SS<2.25e-01: tejido (conectivo)fibroso 
 2.25e-01<SS: células muertas 
En todos los casos encontrados las propiedades sólo  tienen influencia sobre los valores mínimos de 
SS. La distribución de los esfuerzos es igual en todos los casos, la ilustración 35 es un ejemplo. En este 
grafico se ve que el valor más alto es 3.54e-01, haciendo variar las propiedades este valor queda muy 
constante. Este valor máximo indica que hay células muertas según el modelo de mecano regulación 
(3.54e-01>2.25e-01), pero haciendo variar la escala se ve que hay sólo  muy pequeñas zonas 
concernidas. Eso también se ve en la ilustración 35 por la cual la escala empieza con 0.2.  
Jugando con la escala se obtienen los resultados siguientes para un PCL de módulo de Young de 50 
MPa y un módulo para el gel de 0.005MPa: 
Poco a poco se baja el límite superior de la escala, de manera que corresponde con los límites de 
cada campo del modelo de mecano regulación. 
 Limite 1: SS<2.25e-01 (tejido (conectivo)fibroso) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 36: esfuerzos cortantes octaédricos del modelo elástico del andamio relleno de colágeno, 
E(andamio)=50MPa, E(gel)=0.005MPa, límite de la escala=2.250e-01 
                             Análisis de andamios en materiales compuestos para la diferenciación biomecánica de hueso        P á g i n a  | 39 
 
 
En la ilustración 36 se ve que debajo del primer limite casi todo el conjunto está teñido, eso suele 
decir que las células están vivas y que por lo menos se diferencian en tejido fibroso aunque en las 
zonas rojas falta poco para que se mueran. En efecto, se nota que las zonas donde SS es más alto son 
las capas inferior y superior del conjunto. 
 Limite 2: SS<1.125e-01 (cartílago) 
 
Ilustración 37: esfuerzos cortantes octaédricos del modelo elástico del andamio relleno de colágeno, E(andamio)=50MPa, 
E(gel)=0.005MPa, límite de la escala=1.125e-01 
Poniendo el límite 2, ilustración 37, los elementos que quedan teñidos se diferencian por lo menos 
en cartílago. Las capas superior e inferior casi no han pasado este límite. 
 
 Limite 3: SS< 3.75e-02 (tejido de hueso inmaduro) 
Cuando se pone el límite 3, ilustración 38, sólo  quedan los elementos donde las células pueden 
diferenciarse en hueso. Sólo  queda la parte central del modelo. 
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Ilustración 38: esfuerzos cortantes octaédricos del modelo elástico del andamio relleno de colágeno, E(andamio)=50MPa, 
E(gel)=0.005MPa, límite de la escala=3.75e-02 
 
 Limite 4: SS<0.01 (tejido de hueso maduro) 
 
 
 
 
 
 
 
 Ilustración 39: esfuerzos cortantes octaédricos del modelo elástico del andamio relleno de colágeno, 
E(andamio)=50MPa, E(gel)=0.005MPa, límite de la escala=1.0e-02 
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Al final con el limite 4, ilustración 39, sólo  quedan los elementos donde las células pueden 
diferenciarse en hueso maduro. Es la parte central del modelo, entre las fibras de la estructura. 
La evolución del modelo para estos valores de propiedades puede ser generalizada para los otros 
valores de módulos porque como ha sido comentado antes, la distribución de SS es igual para todos 
los ensayos aparte para los valores mínimos. 
Se nota que el comportamiento es simétrico y laminar, más el límite es pequeño y las zonas que 
subsisten son centrales.  
Para darse cuenta mejor de la importancia de cada tejido se ha dibujado la repartición de los 
elementos según sus valores de SS, ilustración 40 y tabla 6: 
 
 
 
Ilustración 40: Distribución de las valores de SS para todos los elementos, según las limites del módelo de mecano-
regulación. E(andamio)=50MPa y E(gel)=0.005 
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Tabla 5: Distribución de las valores de SS para todos los elementos, según las limites del módelo de mecano-regulación. 
E(andamio)=50MPa y E(gel)=0.005 
 
limites número de elementos 
<0 0 
0/0,01 464387 
0.01/0,0375 373725 
0.0375/0,1125 244179 
0.1125/0,225 29919 
y mayor... 2064 
 
Mirando a las imágenes se podía imaginar que la parte la más importante sería la de los tejidos 
fibrosos, pero con los números se ve que es el contrario más el tejido está avanzado, más hay 
elementos concernidos. En efecto, para cada imagen si se substraería lo que aparece en la imagen 
del límite superior se vería mejor. 
 
En conclusión el modelo elástico simulando una deformación de 2.5% da como resultados que hay 
diferenciación en huesos maduros, inmaduros, cartílago y tejido fibroso. Sería bien de ver lo que 
pasaría si se cambiara la deformación por algo más pequeño, se podría esperar una zona aún más 
grande de hueso maduro.  
Pero este modelo es muy básico y no toma en cuenta que el colágeno es un gel (material visco 
elástico); por tal razón se ha hecho un modelo más completo poro elástico pero el cálculo siendo 
demasiado largo, los resultados no se han podido realizar. Tampoco toma en cuenta el hecho que 
cuando cambia el tipo de diferenciación, cambia el tejido y también cambian las propiedades del 
material. Y por fin, se asume que no existe influencia del tiempo y que los estímulos son iniciales.  
 
 II.3) Conclusión 
En esta primera parte se ha simulado unos ensayos de compresión para predecir resultados 
experimentales. Se ha demostrado que el modelo no es realmente igual que un andamio real porque 
el modelo teórico no tiene defecto. Pero por otra parte se ha demostrado que este modelo es 
flexible, ya que las propiedades se pueden cambiar y adaptar a la realidad, es por eso que se ha 
realizado el primer modelo con la estructura sola para así calibrar las propiedades del modelo. 
 Además los resultados son bastante alentadores porque el objetivo del andamio es de producir 
tejidos de huesos y es lo que sale del modelo. Sin embargo este modelo no es completo y es 
demasiado básico.  
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Parte 3: Experimentación con células 
 
 Esta parte es muy experimental y está muy dirigida hacia la biología, y consiste en crear 
protocolos de ensayo, de analiza… para el estudio de la influencia de cargas mecánicas sobre las 
células. Al principio sólo  se sabe que se utiliza un andamio de policaprolactona relleno de colágeno 
con células adentro. Las cargas sobre el conjunto andamio/colágeno se imponen con una máquina de 
micro compresión. 
Por eso primero se presentan los protocolos clásicos para la manipulación de células, luego se 
presentan las diferentes etapas del protocolo que han sido probadas y seleccionadas para la 
experimentación deseada, es decir, el estudio de diferenciación celular con cargas mecánicas.  
 
 III.1) Presentación del protocolo de experimentación 
El objetivo es realizar ensayos dinámicos de compresión 
sobre un andamio de policaprolactona relleno de colágeno 
con células dentro. Después se pretende observar, al cabo 
de un cierto tiempo,  la proliferación y la diferenciación de 
las células. 
Antes de hacer esta experimentación se tenían que hacer 
unas pruebas para establecer un procesamiento que fuera 
realizable, el cual permite analizar los resultados y que tiene 
en cuenta que se manipulan células vivas que pueden morir 
en cualquier momento.  
En la manipulación de células se aprenden sobretodo las 
reglas que hay que seguir para evitar contaminaciones, para 
manipular “bien”, utilizar adecuadamente el equipo,  tener 
buenos reflejos, y mantener buena actitud como 
manipulador. 
 Equipamiento: bata, guantes, chanclos, redecilla, 
incubadora (36 °C), campana de flujo laminar (ilustración 
41) 
Este equipamiento es indispensable para trabajar con células.  [24] 
 
 Limpieza, actitud: La regla primera consiste en decir que siempre hay bacterias en todas 
partes y que es muy fácil de contaminar las células. Por eso se considera que todo está 
“sucio”,  que hay una fuente de contaminación constantemente.  
 
-Antes de empezar hay que, primero encender la campana, ponerse etanol 70% sobre los 
guantes, verificar que no haya huecos entre los guantes y la bata, limpiar la encimera con 
etanol 70% y rociar todo lo que va dentro de la campana con etanol también, aparte de lo que 
contiene las células. 
Ilustración 41: manipulación en una campana 
http://www.inserm.fr 
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-durante las manipulaciones hay que ser muy 
organizado, tirar las cosas sucias en la basura debajo de la 
encimera, evitar gestos largos para no perturbar el flujo 
lamino que hay dentro de la campana. Mejor es si las manos 
no vayan saliendo de la campana cada 2 minutos, por eso 
que la organización es necesaria. 
  -Antes de irse hay que cerrar todos los frascos de 
medio, PBS…con una película de parafina, limpiar la 
encimera con etanol 70%, limpiar el tubo aspirador con lejía, 
apagar la campana.  
 
Se utiliza etanol 70% porque con un etanol puro  la reacción 
de protección material genético es demasiado rápida. 
Cuando hay contaminación suele pasar lo que se ve en la ilustración 42. 
Siempre que se trabaja con células hay que actuar con calma y precisión, tener cuidado de todos los 
movimientos y por cierto no olvidar las etapas de procesamiento. 
III.1.1) Protocolos clásicos de la bioingeniería  
Tipo de células 
 Se utilizan células MSC (ilustración 43) es decir 
células madres mesenquimales (Mesenchymal Stem 
Cells), donación generosa del laboratorio J Planell. 
También se denominan Células Madre Estromales 
(MSC) o Células mesenquimales progenitoras 
(MPC)[3]. Estas células son una herramienta 
terapéutica atractiva porque tienen un gran poder de 
regeneración, están inmunoreguladoras (contribuyen 
a las defensas del organismo) y se cultivan fácilmente. 
También tienen multipotencialidad es decir que son 
capaces de diferenciarse a diferentes tipos de células 
de la misma capa embrionaria.  
 
Las células son guardadas congeladas con nitrógeno 
líquido y es necesario conservarlas a unas temperaturas por debajo de -130 grados centígrados para 
conservar el material genético. El nitrógeno líquido (-196 grados centígrados) es muy utilizado para 
hacer eso pero hay que utilizarlo con cuidado. En efecto, primero el contacto con este liquido frío 
puede causar serías quemaduras y también si el nitrógeno entra en los frascos, las células pueden 
morir, por eso, no se ponen los frascos directamente en el nitrógeno liquido sino por debajo.  
Cuando se congelan las células se añade un compuesto de bajo peso molecular y permeable a través 
de la membrana para evitar la formación de cristales de hielo intercelulares, los cuales actúan como 
cuchillos. Este compuesto es el DMSO, dimetil sulfoxido, que es nocivo para las células a temperatura 
ambiente. 
Finalmente, para descongelar las células se hace una dilución con mucho medio para inhibir 
reacciones con el conservante. También hay investigadores quienes utilizan centrifugadores.  
 
Ilustración 43: células mesenquimales  
Ilustración 42: contaminación de un tejido de 
PLA con colágeno y células 
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Cuando se trabaja con células hay que tener cuidado para que ellas sobrevivan. Para mantener las 
células hay dos manipulaciones muy importantes que se hacen con regularidad. 
 
El medio 
Hay que poner las células en un medio de cultivo donde las células puedan crecer. Este medio de 
cultivo se llama el “medio”.  
El “medio” es la solución que alimenta las células, sin esto ellas no pueden sobrevivir.  Aquí es la 
composición que se utiliza:  
-15% (7.5mL)  Fetal Bovin Serum, FBS (invitrogen, Grand Island USA)  
El FBS o Fetal Bovine serum es muy especifico para ese tipo de células. Es una parte de 
plasma que se queda después de una coagulación de sangre de un feto bovino. Es uno 
de los sueros de los que más se utiliza en culturas de células, por ejemplo como 
suplemento de medio de crecimiento básico para culturas de células.  
La selección de un suplemento de suero para usos de cultura de célula es 
principalmente dependiente de la definición química del medio básico, el tipo de célula 
para ser cultivada, y el sistema de cultura siendo empleado. 
  
-1% (0.5mL) glutamin (L-glu), (invitrogen, Grand Island USA)  
La L-Glutamina es un aminoácido esencial que se encuentra en grandes 
cantidades en los músculos (casi el 60% de la cantidad total de 
aminoácidos) y en el plasma sanguíneo humanos. Este aminoácido 
ayuda a mantener y desarrollar la masa muscular evitando que se 
presente una disminución de la misma (metabolismo destructivo) 
causado por la falta de L-glutamina durante los períodos de ejercicio. 
En condiciones normales de entrenamiento las necesidades corporales 
de L-glutamina oscilan entre 2 y 3 gramos por día, dependiendo del 
peso y metabolismo del individuo pero si se encuentra en etapas de 
desarrollo muscular intensas o en períodos de competencia sus 
requerimientos pueden ser hasta de 10 gramos diarios.  [25] 
 
El cuerpo es capaz de sintetizar la cantidad necesaria para cubrir 
la demanda fisiológica. La fórmula química de la Glutamina está representada en la 
ilustración 44. 
 
La glutamina participa en numerosas reacciones bioquímicas: [26] 
 
- Su biosíntesis ayuda a eliminar el amoníaco de algunos tejidos (el cual puede llegar a 
ser tóxico en algunas concentraciones), especialmente en el cerebro, transportándolo 
desde los tejidos periféricos para ser excretado por los riñones o convertido en urea 
por el hígado. 
Ilustración 44: formula de la 
glutamina L-glu 
http://timeshealth.blogspot.com 
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 -Protege al organismo de la acidosis ya que permite a los riñones excretar la carga 
ácida.  
 -Participa en la formación de L-glutamato, purina, pirimidina,  y otros aminoácidos y 
aminoazucares. 
-En determinados momentos participa en la producción energía formando glucosa y 
glucógeno.  
-Es crucial en el metabolismo del glutatión (principal antioxidante endógeno que 
protege las células de radicales libres). 
-Neutraliza el exceso de ácido láctico en los músculos generado en la práctica del 
ejercicio anaeróbico intenso. 
-Ayuda a la regeneración de células intestinales (enterocitos, colonocitos, y 
fibroblastos,) y demás células de proliferación rápida. 
-Es el principal combustible del sistema inmunológico (combustible de linfocitos y 
macrófagos). 
  
La glutamina no sólo  aporta beneficios a los deportistas, sino que su consumo también 
beneficia a pacientes que han sufrido traumatismos y quemaduras y en general a los 
que se ven forzados a permanecer determinado tiempo en cama, ya que en estos 
casos de estrés gran cantidad de este aminoácido es liberado en sangre provocando 
cierta pérdida de masa muscular. 
Su consumo también es beneficioso en caso de estados de inmunodeficiencia, artritis, 
fibrosis, ulceras y desordenes intestinales. También se han reportado beneficios en el 
tratamiento del alcoholismo. 
 
-1% (0.5mL )P/E, penicillin (invitrogen, Grand Island USA)  
 Este producto es una solución de antibióticos Penicilina y Estreptomicina, estos  dos 
antibióticos son utilizados muy a menudo para reducir la probabilidad de 
contaminación del medio.  
 
“Se denomina Antibiótico (del griego, anti, 'contra'; bios, 'vida'), a cualquier compuesto 
químico utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de organismos infecciosos.”    
[27]   
 
 La penicilina (la Penicilina G) es un β-lactam antibiótico que viene de Penicillium 
chrysogenum,   y que inhibe la síntesis peptidoglycan, mientras la Streptomycin que es 
un aminoglycosido antibiótico derivado de Streptomyces griseus inhibe la síntesis de 
proteína.  Se dice en la literatura que la penicilina-Streptomycin es eficaz frente a las 
bacterias Negativas y Positivas de Gram, es decir frente a los dos grupos de bacterias 
diferenciados por el ensayode tinción de Gram. [28] 
 
La tinción de Gram es una técnica común que suele diferenciar dos grupos de bacteria 
basándose en las diferencias entre sus componentes de membranas celulares. Se 
distingue las bacterias Gram-positivas y Gram negativas por coloreándolas de rojo o 
violeta. Violeta es debido a la presencia de una capa espesa de peptidoglycan mientras 
que el rojo es atribuido a una capa más delgada de peptidocglycan que no conserva el 
crital violeta durante el proceso de decoloración. El peptidoglycan es un complejo 
unido por cruz de polisacáridos y péptidos encontrados en las membranas celulares de 
bacteria.[29] 
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-83% (41.5mL) Advanced DMEM,Dulbecco's Modified Eagle Medium, (invitrogen, Grand Island USA)  
DMEM o Dulbecco's modification of Eagle's médium es uno de los más común y menos 
complejos medios de cultura celulares utilizados. Es Harry Eagle que lo ha desarrollado 
para mantener células de un tejido de cultura. 
En general, DMEM es un medio básico que consiste en los Aminoácidos típicos, la 
Glucosa, el indicador de pH, Sales y Vitaminas.  
 
Aquí está la composición de la Rat MSC (Mesenchymal stem cells), hay que notar que cada tipo de 
células tiene su “medio” propio. Y además en  su composición, el componente el más específico es el 
suero.  Hay tipos de células que no sobreviven si no tienen un suero de cordero de Nueva Zelanda 
por ejemplo. Hoy en día no se sabe porque este suero es tan específico para las células. 
 La solución final es roja, el color nos permite también de tener una idea del pH que hay adentro. En 
efecto, debido a la presencia de fenol-rojo que es un producto químico indicador de pH.  
Los pasos 
La segunda operación importante que hay que hacer con regularidad es de hacer “pasos”. 
Cuando se multiplican las células, lleva un momento cuando no queda espacio en el frasco, es por 
eso que se hacen los “pasos”. En los que se toma una parte de las células de un medio de cultivo para 
ponerla en otro donde no hay nada. 
1) La primera etapa consiste en quitar el “medio” con un tubo que aspira la sustancia. 
2) Luego hay que añadir 5mL de PBS, aclarar y aspirarlo. Lo cual  permite de limpiar el medio y 
quitar lo que quedaba de “medio”. Es importante que no haya “medio” en la etapa siguiente 
porque esté inhibe la reacción de la tripsina. 
 El PBS (invitrogen, Grand Island USA) o Phosphate Buffered Saline fue creado como 
tapón para ELISA. 1 X PBS contiene 3.2 mM Na2HPO4, 0.5 mM KH2PO4, 1.3 mM KCl, 
135 mM NaCl, pH 7.4. Este componente ayuda para mantener un pH constante. Está 
muy utilizado en cultura de células porque no es tóxico para ellas.[30] 
3) La tercera etapa es de despegar las células de la pared del frasco. Por eso se utiliza 3 mL de 
trypsin que se ponen en el frasco y hay que esperar que las células de despeguen. Para 
acelerar el proceso se puede agitar la solución a mano y poner el  frasco en la incubadora, el 
calor ayuda. Después de verificar que todas las células están libres se añade 3mL de medio 
para desactivar el efecto de la tripsina. Otra vez hay que mezclar un pocito la solución y regar 
con la solución la pared donde estaban las células para quitar las últimas y separar los grupos 
de células.  
Se utiliza la tripsina (invitrogen, Grand Island USA) para despegar las células de la 
pared del frasco. Ya que es una enzima peptidasa que rompe los enlaces peptidicos 
de las proteínas por hidrólisis. Está producida en el páncreas en forma tripsinogeno 
(proenzima inactiva) y luego secretada en el duodeno (parte del intestino) donde 
está activada por la enteroquinasa intestinal, otra enzima, a tripsina (activa) 
mediante un corte proteolítico. Esta enzima tiene un papel importante en la 
digestión.   
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4) La mitad de la solución está cogida y puesta en un nuevo frasco conteniendo 7mL de “medio” 
sin olvidar de anotar la fecha, lo que hay en la solución y el número del paso.  
No  se puede pasar un grupo de células más que un cierto número de veces dependiendo del tipo de 
células. 
También no hay que olvidar cambiar el medio por lo menos una vez entre dos pasos.  Por eso, hay 
que quitar el antiguo “medio” con un tubo que aspira la sustancia, luego regar la pared de células con 
un poco de PBS para limpiar, quitar el PBS al aspirarlo y poner el nuevo medio. 
III.1.2) Etapas necesarias para la realización de la manipulación principal 
 
 
Colocación de células en un colágeno 
 
En la primera experiencia que se ha realizado 
se pusieron las células en contacto con el 
colágeno para ver cómo reaccionaban. 
Existe un “kit” para hacer el colágeno 
(Millipore, Billerica USA), pero antes de 
empezar hacer el colágeno había que saber la 
concentración de células que había porque el 
proceso de fabricación de colágeno dependía 
de eso. 
Cuando hay que contar las células del frasco en término de concentración. Se utiliza 10 µL del 
medio con células despegadas y se pone sobre una placa de vidrio que está marcada como el 
esquema siguiente, ilustraciones 45 y 46. 
 
Luego en el microscopio hay que contar las 
células distribuidas en cada área a, b, c y d y 
calcular el promedio de esos 4 valores. Cada 
persona puede elegir si la células sobre los 
bordes se pueden contar o no. 
Este promedio es el número x de células por 
cuadro. Si se multiplica x por 10 000 se encuentra 
el número de células por mililitros. 
 
Por ejemplo:  
a b 
c d 
Ilustración 45: esquema de las marcas de la placa para 
contar células 
Ilustración 46: foto de una placa para contar células 
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- en la área a) se han encontrado 20 células, en la área b) 27 células, en la área c) 43 y en la área d) 
36. 
-así hay   x= 
           
 
      células por área.  
-Es decir que la concentración es de  0.315*   células/mL 
 
Luego se ha preparado el colágeno. En un tubo estéril se pone la cantidad adecuada de 
colágeno (ver tabla 7) y se añade la cantidad de 5X PBS (5 veces más concentrada que el PBS de uso 
normal) o médium correspondiente. Se mezcla hasta obtener un medio amarillo. Finalmente se 
añade la solución de neutralización y se agita directamente la mezcla hasta obtener un medio 
rosa/rojo. El pH de la solución tiene que estar neutro es lo que indica el color rosa/rojo. 
 
Tabla 6: volúmenes para hacer el colágeno, datos dados en el kit de colágeno 
 
Llega el momento cuando hay que añadir las células. Hay que poner una cantidad de células de 
concentración en el rango de 0.1-2*   células/mL y el volumen de la solución de células no puede 
ser de más de 10% del volumen final. Se añaden las células que están bañándose en el “medio” (se 
han despegado las células antes con la tripsina y se ha añadido un pocito de medio, normalmente la 
células necesitan más que una hora para pegarse otra vez. Si la concentración es demasiado alta hay 
que diluir con medio. Si la concentración es demasiado pequeña se utiliza centrifugación para 
concentrar las células debajo de un tubo, se quita el medio y así ha aumentado la concentración de 
células). Se pone el colágeno en la incubadora, la polimerización del colágeno empieza  y al cabo de 
una hora se tiene que cubrir la mezcla con “medio”. 
El colágeno utilizado se compone de ~ 90% de colágeno tipo de pollo 1 y el 10% de tipo III. Se 
prepara con patas de pollo (pata termina solamente), son lavadas y cortadas en trozos de 4mm, 
luego se sumergen en ácido acético 1M. Esto es lo que libera el colágeno que tienen las patas (75% 
de colágeno). La única desnaturalización que se hace es con una enzima para eliminar los extremos 
telómeros de moléculas y así lo hacen Atelo, sin identidad residual de pollo. [31] 
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Andamio relleno de colágeno y células  
Ya se sabe cómo hacer el colágeno, para introducirlo en el andamio, se utiliza una placa con pozos 
(ilustración 47) y sólo  hay que rellenar de colágeno los huecos donde están los andamios. Pero antes 
de poner el colágeno hay que esterilizar la placa y los andamios con luz UV durante 15 minutos para 
evitar contaminaciones debido al contenedor. 
 
Ilustración 47: Ejemplo de caja con pozos 
Para ver cómo actúan las células se han seguido con el microscopio sus evoluciones y luego se ha 
hecho una imuno fluorescencia. 
NB: La idea primera fue de hacer una fluorescencia sin matar a las células para ver cómo actúan y 
seguir sus evoluciones. Pero, los colorantes que se utilizan, colorantes vitales, podrían afectar la 
diferenciación de las células madres que son muy sensibles. En efecto, los colorantes vitales pueden 
provocar mutaciones. 
Al final hay dos maneras para observar el estado de las células. O directamente en la estructura, pero 
con el pcl que no está transparente es difícil de observar. O sacando el colágeno de la estructura con 
una pinza. De todas maneras se utiliza imuno-fluorescencia para observar las células. 
Después de una primera experiencia, cuando se había notado que las células podían sobrevivir en el 
colágeno (los resultados están presentados más abajo), se intento crear un proceso para recuperar 
los andamios que no habían sido dañados. Para esto se tuvo en cuenta que los diferentes materiales 
tienen temperaturas de fusión diferentes, ya que el colágeno funde a 40 grados centígrados y el PCL 
a 60 grados centígrados.  
 
Una vez el andamio impregnado con colágeno, medio y células se puede proceder a limpiar la 
estructura para su posterior reutilización. 
Para poder realizar ésta limpieza se necesita: 
- Estufa. 
- Tubos ependorf. 
- Centrifuga. 
- Agua destilada. 
- Tripsina.  
- Pipeta Pasteur o similar. 
 
Los pasos a seguir son los siguientes: 
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1. Extraer el líquido sobrante de la estructura con una pipeta Pasteur, intentando retirar el 
máximo posible. 
2.  
3. Coger el andamio rodeado de colágeno y  introducirlo en el tubo ependorf. 
El tubo se coloca en la estufa añadiendo unas gotas de agua, se coloca a 50ºC durante 5 min.  
-El tubo ependorf es utilizado porque gracias a su forma cónica en el paso de la 
centrifugación hará que el “andamio” quede separado totalmente del líquido. 
- El punto de fusión del colágeno es de 60ºC. se trabaja con una solución, no un 
soluto. Por lo tanto se pone 50ºC para poder ablandar la solución para poder extraer 
la estructura.  
-La estructura tiene perforaciones, por lo tanto al centrifugar a altas velocidades hará 
que todo el colágeno salga de ella y así quede “limpio”. 
 
4. Rápidamente hay que coger el “andamio” con mucho cuidado y introducirlo en otro tubo 
ependorf y poner unas gotas de agua destilada.  
 
5. Poner el tubo ependorf en una centrifuga a más de 10.000 rpm durante 6 min. 
 
6. Sacar el andamio limpio con unas pinzas. 
 
7. Colocar el “andamio” en otro tubo y añadir tripsina para separar todas las células adheridas a 
la estructura. Y así finalmente el andamio está listo para su reutilización. 
-El paso con la tripsina es para asegurarse de que ninguna célula se haya quedado 
entre los recovecos de la estructura. 
 
Imuno Fluorescencia 
 Para analizar las células, se utiliza la microscopia de fluorescencia. Un esquema de microscopio está 
expuesto  y detallado en la ilustración 48. 
Príncipe de la Microscopía de fluorescencia: 
 
Ilustración 48: Microscopio de fluorescencia www.fbmc.fcen.uba.ar 
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La microscopia de fluorescencia es una técnica que ha sido descubierta en 1908 por Köhler y 
Siedentopf.   
La fluorescencia es la emisión de una luz que ocurre luego que ha sido absorbida por parte de un 
compuesto. Se marcan los elementos que se quieren observar con unos marcadores fluorescentes.  
La muestra está estimulada por un haz de luz y según el filtro que se pone, se observa tal o tal 
entidad.    
 
Los filtros tienen en realidad dos papeles, retienen la radiación ultra-violeta, peligrosa para el ojo 
humano y las celulas, dejando pasar sólamente la radiación visible. Aquí en la ilustración 49 hay un 
ejemplo de cubo de filtros que se utiliza en microscopios de fluorescencia, también el esquema de la 
ilustración 50 ayuda para entender su funcionamiento. 
 
 
Ilustración 49: cubo de filtros [32] 
La luz de una fuente pasa a través de un filtro excitador que permite que sólo  pase la radiación 
excitada de la longitud de onda deseada. Esta radiación es reflejada por el filtro dicromático y 
enfocada por la lente del objetivo sobre la muestra, las moléculas fluorescentes de la muestra se 
excitan y emiten luz (por fluorescencia) de una longitud de onda específica y mayor. Esta luz es 
enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa a través del filtro dicromático y no se refleja. Un filtro 
de barrera final bloquea toda la luz residual con la frecuencia de la radiación de excitación.  
 
 
Ilustración 50: esquema del funcionamiento del microscopio [32] 
                             Análisis de andamios en materiales compuestos para la diferenciación biomecánica de hueso        P á g i n a  | 53 
 
 
 
El marcado o “staining” 
Hay dos maneras de marcar un elemento. La primera, la que se ha utilizado más a menudo, es 
“directa”, es decir que sólo  se pone uno tipo de anticuerpo (ilustración 51, imagen de izquierda). Un 
anticuerpo es una proteína que reacciona de manera muy específica con un antígeno en un 
organismo. Son utilizados por el sistema inmunitario para identificar virus, bacterias, parásitos… 
 
 
Ilustración 51: esquema del proceso de marcar, directo o indirecto 
 
Se utiliza con cuerpos muy comunes como con ADN o actina. 
La otra manera de marcar es “indirecta” (ilustración 51, imagen de derecha), es decir que se utilizan 
dos anticuerpos. Un anticuerpo primer que está específico pero no fluorescente y un anticuerpo 
secundario que es general y fluorescente. Se pone un anticuerpo, este reacciona en la incubadora y 
luego el segundo que también reacciona en la incubadora. 
Este segundo método es más económico y a la vez más práctico. 
Una etapa crucial del protocolo es la del bloqueo.  Se utiliza un suero que tiene proteínas gordas de 
albumina, una proteína abundante en el plasma sanguíneo, de tal manera que el marcador no se 
equivoca de blanco. El marcador se fijará sólo si la afinidad está muy fuerte. 
Aquí en la ilustración 52 están algunos ejemplos de marcadores para las células: 
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Ilustración 52: marcadores http://www.fbmc.fcen.uba.ar 
En la ilustración 53 están puestos los espectros de emisión y absorción de unos compuestos que han 
sido utilizado. Se nota que los tres componentes tienen picos diferentes, lo que permite distinguirlos 
con diferentes filtros. 
 
Ilustración 53: Espectros de absorción y emisión del DAPI, de la phaloidin y del anticuerpo Alexa 488, (invitrogen.com) 
 
 
Protocolo: 
                             Análisis de andamios en materiales compuestos para la diferenciación biomecánica de hueso        P á g i n a  | 55 
 
 
Para este proceso hay 3 etapas que hay que seguir antes de observar las muestras en el microscopio. 
La primera etapa es una etapa de fijación. Se matan a todas las células pero manteniendo 
sus estructuras. 
   
 
 
 
 
 
 
-PFA 16% (Sigma-aldrich,st Louis USA),  paraformaldehído, un 
polímero resultado de la poli condensación de formaldehido 
en solución acuosa que tiene la formula siguiente 
(CH2O)n.H2O. 
- sacarosa 1M, el azúcar el más común formado de una 
molécula de glucosa y otra de fructosa (Glúcido disacárido), 
se encuentra en muchas plantas por ejemplo en la caña de 
azúcar.    
 
 
 
 
 
………………………………………………………………………………………………………………… 
 
 
 
 
 
 
 
La ácida sódica es un compuesto químico sólido de rápido 
efecto y potencialmente mortal, es blanco y no tiene olor. La 
ácida sódica es más conocida como el compuesto químico 
que se encuentra en las bolsas de aire de los automóviles.  
…………………………………………………………………………………………………………………….. 
 
 
1. Limpiar con PBS-Gly, 5min, x2 
2. Baño de 10 a 30 minutos con una solución 
de fijador: 
-760 µL de PFA 16% 
-240 µL de sacarosa 1M 
-2mL de PBS. 
-1mL de agua muy pura. 
 
3. Limpiar con PBS-Gly, 5min, x2 
3.2. (esta etapa no es obligatoria, depende si 
el manipulador quiere hacer todo el proceso 
el mismo día) se puede conservar el medio 
en este estado, añadiendo una solución  de 
PBS-Gly ácida sódica (4µL 0.2% ácida sódica 
con 2mL de PBS-Gly) 
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La segunda etapa del proceso es de permeabilización, es decir abrir los poros de la membrana celular 
para poder tener acceso al material genético de las células. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El Triton x100 es un tensioactivo o surfactante (contracción 
de las palabras inglesas "surface-active substances") no 
iónico (C14H22O) que tiene muchas aplicaciones en un amplio 
rango de disciplinas. Por ejemplo se emplea como agente 
humectante en los laboratorios de histología y microscopía, 
o  como solución diluida para humectar durante algunos 
protocolos de tinción y también es empleado durante la 
limpieza de cuchillas de diamante. Un surfactante se 
acomoda para reducir su energía libre en interfaces y 
favorece el contacto entre el solvente y el grupo afín al 
solvente. 
 
 
 
 
En la tercera etapa se tiñe la estructura para poder observarla al microscopio. 
 
 
 
 
 
 2 µL de phaloïdin (invitrogen, Grand Island USA) se pegan 
en la actina de las células y la ponen fluorescente y el DAPI 
(o 4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-aldrich,st Louis 
USA) tiene el mismo papel pero para el ADN.  
 
 
 
 
 
4. Según la solución que hay preparada 
utilizamos  Triton X100 0.05% en PBS-Gly 
durante 10 minutos o Triton X100 0.1% en 
PBS-Gly durante 5 minutos. 
5. Limpiar con PBS-Gly, 5min, x3 
6. baño con 1mL de PBS-Gly +2 µL de 
phaloïdin, 10min 
7. baño con 1mL de PBS-Gly +2 µL de DAPI, 2 
min 
8. Limpiar con PBS-Gly, 5min, x3 
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 Los dos colorantes producen dos colores diferentes así se 
puede diferenciar el núcleo de las células con el ADN y todo 
lo que hay alrededor con la actina. Hay que tener cuidado 
para no exponer las muestras a la luz a partir del momento 
que se añaden los colorantes, como son fluorescentes 
pueden perder sus efectos. 
 
De la misma manera se puede tintar la osteocalcin pero el protocolo cambia un poco. Después de 
fijar se hace un baño de 1 hora con una temperatura ambiental de 37°C en una solución de PBS-GLY-
BSA 6% (BSA, PharmingenStain Buffer). Después de 2 baños en PBS-Gly se añade los primeros 
anticuerpos de osteocalcin (1µL osteocalcin + 300µL de PBS-Gly-BSA) y se deja así una noche. El día 
siguiente por la mañana después de 3 baños en PBS-Gly se añade los segundos anticuerpos (1µL 
anticuerpo en 500µL de PBS-Gly-BSA) y se deja durante 30 minutos a 37°C. Luego para terminar se 
añade el DAPI y se limpia 3 veces con PBS-Gly. 
 
Terminadas las etapas, se observa al microscopio, se utilizan varios filtros para ver los diferentes 
colores de fluorescencias. Es importante tener en cuenta que el microscopio está limitado a 3 colores 
por causa de los filtros. 
La ilustración 54 es un ejemplo de resultado: 
 
Ilustración 54: células en colágeno vistas por imuno-fluorescencia 
El problema es que se trabaja con una estructura 3D, es decir que aún utilizando el microscopio 
confocal no se puede ver bien lo que pasa en el centro del andamio. Es una lástima porque lo que se 
ha visto con el modelo teórico es que el más importante está en el centro.   
Por eso se ha intentado sacar el colágeno de la estructura del andamio para analizarlo.  
9.   conservar el medio, añadiendo una 
solución  de PBS-Gly ácida sódica (4µL 0.2% 
ácida sódica con 2mL de PBS-Gly) 
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-primero siguiendo el proceso escribido previamente para limpiar el andamio pero al 
momento de  calentar y de centrifugar no se añade agua para que el colágeno pueda solidificarse 
luego, el “staining” no se puede realizar sobre un líquido porque se utilizan baños y no se puede 
arriesgar de perder las células quitando un líquido.  
-Finalmente se ha intentado de hacer todo el proceso de “staining” con la estructura del 
andamio y de sacar el colágeno al final, no importa si todo está líquido porque el “staining” está 
hecho. Esto funciona mejor. 
Compresión 
Para realizar los ensayos de compresión se utiliza una máquina de micro-compresión que es una 
herramienta Biodinámica para caracterizar muestras de biomateriales y muestras biológicas dentro 
de una cultura de células estériles que se puede rellenar de liquido para tener un medio ambiente 
donde pueden sobrevivir las células. Para evitar contaminaciones se preparan las muerdas en la 
campana como lo enseña la ilustración 55, las muerdas están fijadas a la máquina y luego se pone la 
muestra y de cierra la células estéril. 
También para la supervivencia de las células se utiliza la máquina como un incubadora, es decir que 
durante el ensayo, dentro de la máquina la temperatura es de 37°C y el aire contiene 5% de CO2. La 
esterilización de las muerdas ha sido realizada con autoclave (esterilización con vapor de agua a alta 
presión). 
 
 
Ilustración 55: fotos del procesamiento de instalación del andamio en la máquina BOSE 
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Para realizar esos ensayos se utiliza el programa Wintest Software para arreglar todos los parámetros 
de ensayos.  
Un parámetro muy importante que hay que arreglar antes de empezar es el “PID” o Proporcional 
Integral Derivativo. Este parámetro  es un mecanismo de control que calcula el error entre un valor 
medido y un valor que se quiere obtener, eso para aplicar un ajuste. 
 El algoritmo de cálculo del control PID se da en tres parámetros distintos: el proporcional, el integral, 
y el derivativo. 
 El valor Proporcional determina la reacción del error actual. El Integral genera una corrección 
proporcional a la integral del error, esto nos asegura que aplicando un esfuerzo de control suficiente, 
el error de seguimiento se reduce a cero. El Derivativo determina la reacción del tiempo en el que el 
error se produce. La suma de estas tres acciones es usada para ajustar al proceso vía un elemento de 
control como la posición de una válvula de control o la energía suministrada a un calentador, por 
ejemplo. Ajustando estas tres variables en el algoritmo de control del PID, el controlador puede 
proveer un control diseñado para lo que requiera el proceso a realizar.[33] 
Para arreglarlo con esta máquina es bastante fácil aunque haya que saber manejar el programa. En 
efecto, el programa calcula esos parámetros sólo  haciendo una simulación con una muestra puesta y 
según la rigidez, o de manera general, según la repuesta del material a un ensayo de 50% de lo que 
se quiere imponer se pueden determinar P, I y D.  
Después de arreglar esto, sólo  hace falta arreglar los parámetros de grabación de resultados, el 
tiempo de cálculo y el número de puntos que hay que guardar, y ya la máquina está lista para el 
ensayo. 
El único problema fue que no había, en el equipo de trabajo, alguien realmente especialista en la 
máquina y se ha perdido tiempo intentando arreglarla. Al principio aún no se sabía que había que 
arreglar el PID, pero unos resultados regulares obtenidos hicieron pensar que algo estaba mal 
ajustado.  
 
III.2) Experimentaciones  
Ahora que se han visto los diferentes aspectos de la experimentación, el cultivo de células, la 
colocación células con colágeno y la manera de analizar los resultados, se puede hablar de la 
manipulación principal que hay que realizar. 
Un artículo sobre algo que ha sido realizado antes [34] y que es muy similar al estudio ayudó arreglar 
los parámetros del ensayo:  
Para la experiencia principal se puede plantear 2 etapas independientes:  
 
 La primera etapa sería el estudio hasta llevar a 72 horas. Para esto se necesita cinco 
andamios. Cuatro sólamente para estudiar la proliferación de las células y un quinto 
para ponerlo en carga a partir de 48 horas según las normas descritas después. Los 
cuatro andamios sirven para ver la evolución en el tiempo, uno está fijado y 
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analizado después de 12 horas de cultivo, otro después de 24 horas, el tercero 
después de 48 horas y el último después 72 horas. Al mismo tiempo (72h) se saca 
también el que está en carga y se fija.   
 
 La segunda etapa es el estudio de 6 días, sólo  con dos andamios, el primero está 
solamente utilizado para la proliferación y el otro está puesto en carga después de 48 
horas de proliferación.  
Los parámetros de carga mecánica son esos, se impone un desplazamiento de 2.5% de la altura de la 
muestra con una frecuencia de 0.17Hz. 
Hay que organizarse bien para ganar tiempo porque las dos etapas no son completamente 
independientes ya que las dos necesitan la máquina Bose. La experimentación sigue este esquema: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para resumir las etapas necesarias para el estudio de un andamio: 
-cultivo de células 
-Las células están puestas en un colágeno que rellena un andamio 
-pasa un tiempo t de diferenciación o/y proliferación durante lo cual las muestras están en 
un incubadora o en la máquina de compresión y no hay que olvidar cambiar el medio de las células 
-las células están fijadas y se hace un “staining” para luego observarlas al microscopio 
fluorescente. Al momento de observar se saca el colágeno del andamio con pinzas y se pone sobre 
una placa portaobjeto. 
 
III.3) Resultados 
III.3.1) Colágeno y células 
Sin introducir el colágeno en el andamio se puede ver si sobrevivían las células en un colágeno. 
Después de 24 horas aproximadamente en el  colágeno  se puede observar en las ilustraciones 
siguientes la estructura de las células. 
Tabla 7: esquema de un horario posible para la manipulación de diferenciación 
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Ilustración 56: células en colágeno vistas con imuno fluorescencia, superposición de les imágenes de actina y ADN 
 
 
 
Ilustración 57: actina de células en colágeno, imuno-fluorescencia 
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Ilustración 58: ADN de células en colágeno, imuno-fluorescencia 
La ilustración 56 es la combinación de la 57 y de la 58, la 57 da informaciones sobre la actina 
mientras que la 58 sobre la ADN. Los núcleos dan una luz muy fuerte al lado de la actina porque son 
más compactos, la actina está extendida. 
Se ve que las células están bien porque su morfología es parecida a las que se observan en un frasco 
(ilustración 43), también se nota que pocas están muertas (cuando se mueren tienden a contractarse 
como una bola) y que la distribución es buena.   
Con estas fotos se puede llegar a la conclusión que las células no tienen ningún problema para estar 
en el colágeno. 
III.3.2) Colágeno y células en el andamio 
También se ha comprobado que la presencia del andamio perjudica la supervivencia de las células.   
 
Ilustración 59: células en colágeno sacadas del andamio, imuno-fluorescencia 
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La foto de la ilustración 59 hace pensar que no hay problemas con la presencia del andamio porque 
se observa una estructura estirada que es buena señal, cuando se mueren tienden a contractarse 
como una bola. Pero las células parecen orientadas, las fibras de actina son lineares, esto se supone 
que ocurrió al momento de sacar el colágeno de la estructura pero también pude ser porque han 
crecido entre las barras de PCL. 
III.3.3) Experiencia Principal 
Se ha repetido dos veces el mismo esquema para esta manipulación. La primera vez algunos 
problemas han salido. Era el papel de este primero intento de subrayar los problemas que se podrían 
encontrar de manera a solucionarlos para el segundo intento. 
La conclusión de esta primera prueba fue que la máquina no estaba en buenas condiciones para las 
células, la reacción fue de elegir utilizar un regulador de temperatura para que la máquina tuviera 
buenas temperaturas. Además, se notaba que la instalación del andamio sobre las muerdas 
necesitaba mucho cuidado.  
Para lo de la proliferación, sin ninguna carga, ningún resultado ha sido encontrado por culpa de una 
mala fijación, de una mala repuesta de los anticuerpos fluorescentes o de una contaminación de las 
muestras.  
Finalmente un paro de corriente hizo que el primero ensayo mecánico de 4 días fue inservible. 
 Sin cargas mecánicas 
El segundo intento funcionó un poco mejor. En la ilustración 60 se ven las imágenes de imuno 
fluorescencia para un tratamiento con DAPI y Phaloïdin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 60: a) 24 horas en colágeno+ andamio (x10); b) 48 horas en colágeno (x20); c) 72 horas en 
colágeno+ andamio (x20) 
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Los marcadores de actina (Phaloïdin) no han funcionado pero se ve que en cada caso las células están 
vivas porque tienen un nucleo rodondo, compacto que refleja mucha luz, cuando una celula se 
muere, cuando hay apoptosis, el nucleo se fragmenta. Eso es la prueba que células sobreviven en el 
colágeno aún al cabo de 72 horas.  
También se ha realizado tratamientos con DAPI y osteocalcin para unas muestras de 48 horas, 72 
horas y 6 dias, pero no aparecio osteocalcin, solo se veia los nucelos con el DAPI. Por ejemplo la 
ilustración 61 es una foto hecha despues de 6 dias.  
 
Ilustración 61: 6 días en colágeno + andamio (x20); 
No hay presencia de osteocalcin pero lo bueno es que las células sobreviven. 
 
Con cargas mecánicas 
Solo se ha podido realizar el ensayo de 24 horas de cargas ( 72 horas de cultivo ), algunos problemas 
como la rareza de colágeno alrededor del andamio hicieron que la manipulacion de 4 dias de cargas 
(6 dias de cultivos) no fue realizable.  
En los dos graficos siguientes (ilustraciones 62 y 63) se ve los ciclos que han sido impuestos, en el 
promer grafico se ha dibujado 4 ciclos para que se vea que los resultados se repiten. En el segundo 
grafico se ha dibujado la mitad de un ciclo para que sea más legible. 
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Ilustración 62: gráfico tensión=f(deformación) de  4 ciclos 
 
Ilustración 63: gráfico tensión=f(deformación) para la mitad de un ciclo 
En los dos casos se ve que la deformación es conforme a la deseada, es decir 2.5%. En los graficos se 
ha trazados las curvas lineales que se ajustan a los puntos. La pendiente suele ser el modulo de 
Young de la estructura. Si se comparan estos resultados a los del modelo (ilustración 26) se ve que se 
obtiene resultados de modulos más altos con la experimentacion.  
Hay diferentes hipotesis para entender eso. La primera es que con la presencia del tubo de plastico 
(ilustración 55) para guardar las células en el medio, influye sobre la resistencia de la máquina par 
bajar la muerda e imponer la compresion. La presencia del fluido del medio puede influir también 
como en la busquedad del contacto con la máquina.  
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Por otra parte, se ha realizado también un staining sobre la células que rellenaban la estructura 
cargada. Con un tratamiento de DAPI y osteocalcin se obtiene la imagen siguiente, ilustración 64: 
 
Ilustración 64: células en colágeno + andamio, con cargas mecánicas 
Aún con cargas mecánicas células sobreviven, pero todavia no hay presencia de osteocalcin.  
 III.4) Conclusión 
En conclusión células MSC necesitan más tiempo con cargas que 24 horas para diferenciarse. De otra 
parte, sin cargas aún con 6 días de cultivos no hay diferenciación. 
No se ha podido hacer un ensayo con más de 24 horas con cargas mecánicas pero se ha demostrado 
que el protocolo creado funciona, es decir que las células sobreviven en el colágeno aún hasta 6 días 
y eso lo se puede observar por imuno-fluorescencia. 
Trabajar con células es muy difícil porque hay que ser muy meticuloso pero poco a poco, siguiendo 
intentar, perfeccionando cada etapa del proceso, resultas saldrán. Para llevar al final esta experiencia 
y verificar la repetición de los resultados solo ha faltado tiempo. 
Parte 4: trabajo futuro 
En esta parte se trata de las evoluciones del proyecto, en otras palabras, lo que no ha sido realizado 
por falta de tiempo o de conocimiento. En las dos partes del proyecto se pueden mejorar varias 
cosas, algunas mejoras han sido hechas pero no completamente, por eso no aparecen en las otras 
partes pero están presentadas aquí  en detalle.  
IV.1) Modelo numérico 
El modelo numérico siempre puede ser más completo. La primera evolución consistiría en hacer un 
estudio de convergencia para definir una malla más adecuada. Con la complejidad del modelo y el 
tiempo del proyecto no fue posible de hacerlo aunque se han probado dos mallas diferentes para 
reducir el tiempo de Cálculo.  
Este tiempo de Cálculo obstaculizó el estudio de un segundo modelo que no era solamente elástico 
sino poro-elástico. En efecto, para mejorar los cálculos poniendo propiedades más reales, se ha 
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intentado parametrizar una permeabilidad al gel de colágeno pero el tamaño del modelo no permitía 
hacer los cálculos.     
Para comprobar la influencia de definir una permeabilidad al colágeno, se ha establecido un modelo 
más pequeño de una fibra sola de PCL enrollada de colágeno. Se obtienen los resultados siguientes: 
La ilustración 65 representa un modelo completamente elástico y la ilustración 66 un modelo poro 
elástico. 
En los dos casos se fijan las 3 direcciones igual a 0 sobre el plano inferior de la viga y se fijan dos 
direcciones a 0 y se impone un pequeño desplazamiento por debajo.  
 
 
Modelo elástico: 
E (andamio)=210MPa;  
υ(andamio)=0.3; 
 
E(gel)=0.1MPa;  
 υ (gel)=0.45; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Modelo poro elástico: 
E (andamio)=210MPa;  
υ(andamio)=0.3; 
 
E(gel)=0.1MPa;  
υ (gel)=0.45; 
*Permeability, specific=1.3e-06 
 4.6e-09,4. 
*INITIAL CONDITION, TYPE=RATIO 
set-gel, 4 
A 
A 
Ilustración 65: modelo completamente elástico 
Ilustración 66: modelo poro elástico 
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La escala no es la misma en los dos casos pero se ve que la distribución de tensiones no es 
completamente igual. Además si se observa en un punto, por ejemplo el punto marcado por un A, en 
el modelo elástico   4.58E-3<σ(mises)<5E-3 y en el modelo poro elástico 5.3E-3<σ(mises)<7E-3.  
Este ejemplo sólo  es para demostrar que permeabilidad tiene una influencia, pero no se sabe si está 
influencia hace que el modelo es más real con permeabilidad, es un estudio tosco. 
También para ganar tiempo se podría fijar definitivamente las propiedades elásticas de los 
materiales. Por eso sería útil una caracterización de los materiales utilizados, además, con eso se 
podrían encontrar otras propiedades como de viscosidad y de porosidad del gel y de la 
policaprolactona. En efecto, es difícil de encontrar los valores de esas propiedades, sobre todo que el 
colágeno utilizado es bastante especifico y como lo dice el artículo [35], las propiedades pueden 
variar según el proceso de fabricación de los andamios. 
Otros cambios podrían ser hechos para completar este modelo elástico muy básico, por ejemplo se 
podría programar una zona de contacto entre el andamio y el gel, se podría poner visco elasticidad a 
los materiales y estudiar ciclos de cargas, una deformación más grande o más pequeña, se podría 
añadir fluído al modelo o simplemente se podrían estudiar más condiciones de borde. Abajo en las 
ilustraciones 67 y 68 se ve que sólo  cambiando las condiciones de borde cambian los resultados. 
 
 
Ilustración 67: limite 2, E(andamio)=50MPa; E(gel)=0.005 
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Ilustración 68: limite 4, E(andamio)=50MPa; E(gel)=0.005 
 El estudio es casi infinito pero lo más apremiante es de reducir el tiempo de cálculo para que si se 
añaden complejidades al modelo este no tarda semanas para sacar resultados. 
 
IV.2) Parte Experimental 
Micrótomo 
Uno de los retos del proyecto ha sido la visualización de las células y su diferenciación dentro de la 
estructura. Para mejorar los resultados obtenidos una idea fue utilizar otras maneras de analizar las 
células, el método de sacar el colágeno del andamio siendo muy aleatorio. Una técnica que sería 
adecuada es la del micrótomo (ilustración 69). No se podía conseguir realizar esta etapa por falta de 
tiempo y de conocimiento de la técnica sin embargo, se han encontrado protocolos en la literatura y 
se ha probado en este proyecto una técnica con una muestra congelada.  
Para analizar la distribución de las células dentro del andamio se podría cortar la estructura 3D para 
poder observar mejor lo que pasa dentro del andamio. Para hacerlo se utiliza un micrótomo, un 
instrumento de corte que permite cortar capas muy finas es decir entre 1 y 25µm.  Antes de cortar se  
necesita realizar la etapa de fijación para no dañar la estructura de las células con este proceso.  
 
  Ilustración 69 : Micrótomo http://www.lajollaneuroscience.org/sr/homepage/histology/ParaffinMicrotome.htm 
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Para la técnica de micrótomo clásico, antes de hacer el corte es necesario llevar a cabo una serie de 
procesos para enrollar la muestra con un bloque de parafina. En efecto, se rodea la muestra con 
parafina para tener algo más rígido y manejable.  
Considerando la cara que hay que observar se retalla el bloque de parafina hasta hacer una pirámide 
truncada. La cara a observar deberá ser más ancha que la opuesta, y ambas han de ser paralelas. Así 
se consigue una buena orientación de la muestra en las secciones, que cada nuevo corte arrastre sin 
problemas al previamente cortado y que se puedan obtener tiras rectas de cortes. Luego hay un 
proceso de desbastado, en el que hay que eliminar el espesor sobrante que hay entre la superficie 
del bloque y la muestra (ilustración 70). 
 
 
Ilustración 70: Manual de prácticas básicas en el área de patología clínica, Instituto Mexicano Del Seguro Social 
Luego lo que se hace usualmente es coger un ángulo de 10° respecto a la superficie de corte (este 
ángulo puede ser modificado según la muestra) y empezar el corte. Un micrótomo típico consiste en 
una hoja fija y una fuente en movimiento.  El movimiento hacia arriba y abajo de la 
alimentación en la cuchilla corta secciones finas. Se obtiene secciones unidas por las caras paralelas a 
la cuchilla que se suelen manipular con pinceles.  
Sabiendo que la parafina es hidrofobia se dejan las secciones en agua calentada a unos 35°C a 40 °C 
para que se estiren los tejidos antes de ponerlas sobre portaobjetos que han sido previamente 
tratados con soluciones adhesivas (soluciones de gelatina, albúmina, u otras sustancias), ilustración 
71.  
Ilustración 71: esquema del proceso de microtomo 
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Una vez que el agua se ha evaporado y están extendidas las tiras de cortes de parafina sobre el 
portaobjetos, se procede a un secado exhaustivo en una estufa a una temperatura de entre 35 °C y 
40 °C durante toda la noche. Una vez secos, los portaobjetos con las secciones están listos para el 
procesamiento posterior. 
 
Eso sería el proceso básico pero se podría dudar que este proceso funcione con la muestra que es un 
compuesto de policaprolactona y colágeno. La variación de rigidez entre los dos materiales puede ser 
un factor importante que habría que tener en cuenta.  
Además en el proceso de enrollamiento con parafina hay unas etapas que se realizan con 
temperaturas bastante cercas de las de fusión de los materiales utilizados y otras donde se utilizan 
productos como el tolueno en lo cual la policaprolactona está soluble.  
 
 Ejemplo de proceso con parafina: 
Se realiza con baños: 
 
Tabla 8: lista de baños 
baño temperatura (°C) tiempo 
alcohol 70 1h 
alcohol 70 1h 
alcohol 96 1h 
alcohol 96 1h 
alcohol absolut 25 1h 
alcohol absolut 25 1h 
alcohol absolut 25 3h 
Tolueno 25 15min 
Tolueno 25 15min 
Parafina 60 1h 
Parafina 60 1h 
Parafina 60 3h 
 
 
 
Pero existen otras maneras de enrollar a la muestra, la primera alternativa sería utilizar polietileno 
glicol en lugar de parafina. La segunda opción podría ser de utilizar un corte en frio, es decir congelar 
la muestra para cortarla con un micrótomo criogénico, que funciona con temperaturas alrededor de -
20 grados centígrados.  
 
Esta última opción ha sido probada una vez, en efecto, se ha realizado un corte en frio de una 
muestra de policaprolactona relleno de colágeno con células. 
El protocolo fue el siguiente: primero hay que congelar la muestra rápidamente, es decir con 
temperaturas alrededor de -80°C. Una hora antes de hacer el ensayo se saca la muestra del 
congelador de -80°C y se pone a -20°C para que se acostumbre a la temperatura de trabajo.  
Antes de empezar el corte hay que limpiar la máquina con alcohol 100% (como el ambiente de la 
máquina es de -20°C, se utiliza etanol 100% para que nada se congele dentro de la máquina) y 
preparar la muestra, es decir enrollarla con un compuesto líquido que se solidifica con temperaturas 
bajas, este proceso es mucho más sencillo que lo de la parafina. Para que la muestra sea bien pegada 
al soporte con lo cual se hace el corte (ilustración 72), la primera etapa es de poner un poco de 
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compuesto sobre el soporte y dejarlo dentro del micrótomo. La máquina tiene una cámara criogénica 
donde hay una temperatura de -20 grados y donde se hacen los cortes (ilustración 73), cuando se 
nota que el compuesto está a punto de solidificarse completamente, la muestra está puesta sobre el 
compuesto para que termine de solidificarse mientras mantiene el andamio. 
 
Cuando está todo sólido, se enrolla todo con el compuesto y se deja solidificar el compuesto. No 
importa si el compuesto cubre completamente la muestra, al contrario eso permite luego de arreglar 
la máquina para que los cortes sean bien hechos. 
 Una vez que la muestra está lista y que la máquina está arreglada (distancia de corte) se prueba la 
posición del cuchillo y de la placa de vidrio puesta para ayudar el corte. El principio de corte es el 
mismo que un micrótomo normal. Luego para recuperar un corte hay que acercar un porte-objet y el 
corte se pega en el vidrio. 
No ha sido posible observar células con esta técnica porque han salido unos problemas al momento 
de hacer la tintura, la estructura de PCL se despega con los baños utilizados.   
 
Esta técnica podría ser muy interesante en el caso de los andamios porque  permitiría ver las células 
dentro del andamio y ver cómo reaccionan según  las ubicaciones que tienen, cerca del borde, más 
arriba en el andamio o más abajo… 
NaOH 
Otra evolución del protocolo que podría ser, sería la de utilizar un baño de NaOH durante 30 minutos 
antes de utilizar los andamios para que las células se peguen más a la estructura. Eso es un truco que 
Cécile M. Perrault utilizó. Lo que pasa con NaOH es que puede hidrolizar el PCL aportando más 
rugosidad a la estructura lo que permite una mejor adhesión del colágeno sobre esta misma. 
Para preparar la solución de NaOH hay que diluir NaOH en agua pura. Se necesita una concentración 
de 0.5M: 
nNaOH= mNaOH/ MNaOH    ;   nNaOH= C.V 
mNaOH=C.M(NaOH).V           
Para hacer 10mL de solución:   
-C=0.5M 
Ilustración 72: soporte para cortar Ilustración 73: micrótomo criogénico 
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-M(NaOH)= 23+16+1= 40 
-V=10*10^-3  
 
mNaOH=0.2g 
 
Tejidos 
En el mismo tema de investigación se ha empezado a trabajar con otro material. Este estudio fue 
empezado con Rafael López Franco, un practicante del grupo de Damien Lacroix. Ha sido 
básicamente el mismo estudio pero utilizando un tejido 2D de PLA, poliácido láctico. El PLA es un 
material polimérico constituido por moléculas de acido láctico (ilustración 74 y 75) 
  
 
 
 
Este polímero tiene, en mayoría, un origen renovable (maíz, caña de azúcar) y que se obtiene por 
fermentación después de una etapa de hidrólisis controlada. Se degrada en el cuerpo humano como 
el PCL y tiene ya algunas aplicaciones medícales.  
El tema sería de estudiar también la diferenciación de las células pero no con compresión sino con 
tracción. Sería básicamente el mismo protocolo, cultivar células, ponerlas en un colágeno y poner 
este colágeno sobre un tejido como lo de la ilustración 76.  
 
Ilustración 76: imagen al microscopio de un tejido de PLA relleno de colágeno con células. 
Luego se utilizaría la misma máquina que se ha utilizado para la micro compresión pero con pinzas 
como en la ilustración 77 para imponer una tracción cíclica de 2.5% de deformación con una 
frecuencia de 0.17Hz como el ensayo de compresión. 
Ilustración 75: PLA 
Ilustración 74: acido láctico 
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Ilustración 77: máquina Bose con pinzas 
 
Lo bueno del tejido es que la visualización de los resultados sería más sencilla porque el tejido puede 
ser considerado como una estructura 2D así que no hay que cortar la estructura para ver lo que pasa 
dentro. Como lo ha sido comentado antes se empezó a probar el protocolo pero no ha llegado al 
punto de los ensayos mecánica con la máquina bose por culpa de un defecto en las pinzas. Sin 
embargo la imagen siguiente (ilustración 78) puede dar una idea de los resultados esperados aunque 
no se vea muy bien.  
 
 
 
 
 
 
Parte 5: Costes E impacto ambiental, social y económico 
V.1) Costes  
 
En esta parte se trata de poner un precio al proyecto, en otras palabras se calcula el precio que este 
proyecto costaría a una empresa. 
 
Los diferentes costes están presentados en formato de tablas, primero una tabla para los materiales 
utilizados, luego una para las licencias de programas, una para las máquinas utilizadas y al final una 
para el precio del personal, del equipo quien ha participado al proyecto. 
Ilustración 78: tejido de PLA relleno de colágeno con 
células visto por microscopio a fluorescencia 
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licencias cantidad precio  coste (€) 
ABAQUS 100h 3000€/año 35 
SOLIDWORKS 20h 3000€/año 10 
PATRAN 20h 3000€/año 10 
estación de trabajo 200h 3000€/4 años 20 
TOTAL     75 
 
máquinas cantidad precio  coste (€) 
microscopio a fluorescencia  10h 20€/hora 100 
micrótomo 2h 50€/hora 100 
bose 2 meses 130000€/10años 2200 
        
kit cultivo celular 1h/dia 10000€/mes 1250 
                incubadora . . . 
                campana . . . 
                sala de cultivos . . . 
        
TOTAL     3650 
material cultivos cantidad precio  coste (€) proveedor referencia 
andamios 2 cajas 157 €/caja 314 3D-Biotek PCL303096-24 
linea de células 
mesenchimales 2 150€/linea 300     
kit colágeno 2 359 € 718 Millipore ECM 675 
medio  50mL, 2tubos /semana         
                              
FBS 7,5 mL/tubo 288€/500mL 4,3€/tubo invitrogen 10270-106 
                              
Penicilin 0,5 mL/tubo 14 €/100mL 0,07€/tubo invitrogen 15140-122 
                              
glutamina 0,5 mL/tubo 15,29 €/500mL 0,015€/tubo invitrogen 25030-024 
                              
Advanced DMEM 41,5 mL/tubo 18,24€/500mL 1,51€/tubo invitrogen 12491-015 
      5,9 €/tubo     
  20 semanas  11,8€/semana 236     
trispina 10mL/semana 195€/20*100mL 19,5 invitrogen 12605-036 
PFA 5g 24,4€/25g 5 Sigma 1581-27 
dapi  25mg 292€/50mg 146 Sigma D9542-50MG 
phaloidin 0,5mL 273 €/1,5mL 91 invitrogen R 415 
PBS 1L 148€/100*500ml 3 invitrogen 18912-014 
TOTAL     1832,5     
ostros materiales cantidad precio  coste (€)     
pipetas (15 
pipetas/semana) 400 50€/200 pipetas 100 . . 
frascos ( 3 
frascos/semana) 100 200€/100 frascos 200 Nunc NC-156499 
sacarosa . . . . . 
tritton . . . . . 
guantes . . . . . 
ethanol . . . . . 
TOTAL     400     
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personas cantidad precio  coste (€) 
ingeniero 6 meses 2500€/mes 15000 
Técnico 6meses 2000€/mes 12000 
jefe de proyecto 80 horas 3500€/mes 1168 
doctorantes 80 horas 2000€/mes 1000 
jefe de grupo 10h 3500€/mes 146 
TOTAL     29314 
 
 
TOTAL     35271,5 
 
 
 
V.2) Impacto ambiental, social y económico 
La ingeniería de los tejidos es un tema de desarrollo muy importante hoy en día sabiendo los 
problemas que limitan el trasplante de tejido y la dificultad de encontrar donantes. La sociedad 
actual tiene que investigar este tema para su futuro. 
Para este proyecto concretamente, la parte experimental representa mucho dinero y mucho 
material. En efecto, por tener que ser esterilizados la mayoría de los frascos, pipetas y otro material 
en contacto con células durante los cultivos es de uso único. Pero la importancia de los resultados 
justifica estos costes, así como las consecuencias posibles en el campo de la medicina. Es por eso que 
la investigación costa mucho. 
A nivel de cálculos numéricos, esta etapa muy importante permite al investigador de simular unos 
ensayos sin gastar ningún material. Por eso previamente se realizan los estudios biomecánicos por 
análisis con elementos finitos y así se obtiene resultados aunque sólo  sean aproximaciones. Esta 
etapa fundamental ayuda tomar decisiones. De hecho, al principio es mejor de poner dinero en el 
diseño de ensayos numéricos que de gastar material y tiempo para el cultivo de células.  
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Conclusiones: 
 
Modelo 
Con un primer diseño de la estructura de andamio se han podido comparar los resultados del modelo 
con los de unos ensayos mecánicos sobre un andamio sólo. En los dos casos se ha encontrado un 
módulo de Young de la estructura, luego se han arreglado los parámetros del ensayo del modelo 
para tener una cierta lógica con respeto a los resultados del ensayo mecánico. Ha salido que para 
obtener un módulo de Young como lo del experimental (4.85+-…) había que utilizar propiedades 
bastante bajas respecto a las encontradas en la literatura (35MPa en lugar de 210-340MPa), por eso, 
se ha decidido de tratar diferentes valores de módulo de Young del PCL y así ver la influencia. El 
modelo numérico no sólo  tiene que correr bien sino también tiene que cumplir con la realidad. 
 
Para entender este desvió entre las propiedades esperadas y encontradas se han estudiado imágenes 
de micro-CT. Con estas imágenes se ha podido detectar que la estructura de los andamios reales 
tenían defectos y que las dimensiones cambian pero no de manera significativa. Sin embargo Puede 
ser que sea el origen de las diferencias, por lo menos, podría ser el origen de un contacto malo con la 
máquina de compresión. Además el modelo teórico es sin defectos así  no se puede encontrar 
exactamente los mismos resultados. 
 
Un segundo estudio fue realizado con la presencia de colágeno en la estructura. Se ha utilizado un 
modelo muy básico porque elástico, en efecto, es difícil imaginarse que un gel sea solamente 
elástico, otras propiedades tienen que tener influencia. Con este modelo elástico, imponiendo una 
deformación de 2.5% de la altura del andamio, se han encontrado resultados interesantes porque 
según el modelo de mecano-regulación casi todas las células se diferencian en un tejido, por lo 
menos en un tejido fibroso.  También se ha notado que los resultados eran laminares, el hueso se 
forma donde SS es menor, es decir, en la parte central del andamio.  
Experimental 
Durante el proyecto han sido realizados muchos ensayos y han salido muy pocos resultados, trabajar 
con células es delicado. En esta parte se ha construido un protocolo experimental para analizar la 
diferenciación celular con la influencia de cargas mecánicas, en otras palabras, se trata de realizar el 
mismo ensayo que lo que fue probado por el modelo numérico pero en condiciones reales. 
Llegando sin saber casi nada de células, lo primero fue aprender a manejar células, ocuparse de 
células necesita tiempo y disponibilidad. Los primeros ensayos fueron de probar la supervivencia de 
las células en un colágeno y luego en un colágeno con un andamio. Eso ha funcionado ya desde el 
principio, lo más complicado fue encontrar una manera de analizar el colágeno dentro de la 
estructura del andamio sabiendo que las observaciones se hacían por imuno-fluorescencia. Después 
de muchos intentos, ha salido que el más sencillo fue de sacarlo directamente con una pinza 
aprovechando su viscosidad. 
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Después de tener claras todas las etapas del proceso y de saber manejarlas, se ha inventado un 
protocolo para la manipulación con cargas mecánicas. Esta etapa con la máquina de compresión no 
había sido hecha antes con colágeno y células al final sólo  se ha intentado dos veces y casi sin 
resultados. No se ha podido hacer un ensayo con 4 días de cargas mecánicas sin embargo el 
protocolo está fijo y sólo  hace falta tiempo para tener esos resultados. De todas formas sobran los 
resultados sin cargas que demuestran que las células pueden sobrevivir durante, por lo menos, 6 días 
en el colágeno.    
Proyecto general 
De manera general los resultados encontrados son satisfactorios, del punto de vista del modelo la 
simulación nos da lo que se buscaba, hueso. Del punto de vista experimental aunque no ha sido 
realizada los ensayos mecánicos de 4 días, sólo  falta hacer unos ensayos, arreglar bien la máquina y 
tener un poco de suerte pero ya se sabe que puede funcionar porque sin cargas no hay problemas y 
con un tiempo corto de carga células sobreviven. 
No ha sido posible comparar el modelo numérico con las experimentaciones pero falta muy poco 
para tener resultados experimentales. Mientras se podría aprovechar el tiempo para mejorar el 
modelo numérico. En la parte “trabajos futuros” están todas las ideas que podrían ser utilizadas para 
mejorar los resultados e ir más adelante, pues este proyecto no se acabará aquí. 
Punto de vista personal 
Para mí, este proyecto fue realmente muy interesante y muy instructivo. Siento que aprendí mucho, 
que mejoré mis conocimientos de algunos programas de elementos finitos hasta aprender desde el 
principio el funcionamiento de las células y cómo manejarlas. El universo del parce científico me ha 
dado acceso a muchas técnicas que he aprendido manejar poco a poco para llevar un proyecto sobre 
un tema también muy rico y completo. Además he podido aprovechar de un intercambio de 
conocimientos que me ayudó durante mi proyecto y que me ayudará todo el resto de mi carrera. 
Esta experiencia de trabajar en el dominio de la investigación fue realmente enriquecedora. 
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